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DESCRIPCION
Proteinas de union triméricas para citocinas triméricas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a la disposicion de proteinas de union triméricas que se unen a citocinas triméricas.
En particular se proporciona agentes de unién triméricos que se unen de tal manera que tras la unién, todos los
sitios de unién a receptor de la citocina trimérica se bloquean sustancialmente, y por tanto la actividad biolégica
potencial de la citocina trimérica se suprime. En un aspecto, la invencién se refiere a agentes de union triméricos
que pueden unirse a citocinas de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral, que incluye factor de
necrosis tumoral (TNF).

Antecedentes de la invencion y técnica anterior

Las citocinas son pequefios polipéptidos segregados de eucariotas superiores que son responsables de la
transduccion de sefales intercelulares y que afectan al crecimiento, division y funciones de otras células. Son
polipéptidos potentes, pleiotropicos que, por ejemplo por medio de receptores correspondientes, actiGan como
factores reguladores intercelulares locales o sistémicos, y por tanto desempefian papeles cruciales en muchos
procesos bioldgicos, tales como inmunidad, inflamacion y hematopoyesis (formacion y desarrollo de células
sanguineas en la médula Osea). Las citocinas se producen mediante diversos tipos celulares que incluyen
fibroblastos, células endoteliales, macréfagos/monocitos y linfocitos. Hasta el momento se han identificado un gran
numero de citocinas, incluyendo interferones, factores de necrosis tumoral, interleucinas y linfocinas. Se diferencian
de las hormonas clasicas porque se producen por varios tejidos o tipos de células distintas de las glandulas
especializadas.

La modulacion de las interacciones citocina-receptor puede ser un mecanismo Util para la intervencién terapéutica
en diversas enfermedades y patologias. Las proteinas de unién solubles, que pueden interaccionar con citocinas,
pueden secuestrar potencialmente la citocina alejandola del receptor, reduciendo o previniendo de ese modo la
activacion de esa ruta de receptor particular.

Ciertas citocinas se producen como complejos de multiples subunidades que contienen miltiples copias de la misma
subunidad. El factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos (MIF) y proteinas dentro de la superfamilia de ligandos
del factor de necrosis tumoral (TNFLSF), tal como el factor de necrosis tumoral (TNF; miembro 2 de TNFLSF) y
linfotoxina alfa (LT-alfa; miembro 1 de TNFLSF), se producen como homotrimeros formados por tres subunidades
idénticas. Se sabe que muchas de estas citocinas triméricas estan implicadas en la transducciéon de sefales y
actian como factores reguladores, y que estan implicadas en muchos tipos diferentes de enfermedades e
indicaciones médicas.

Se sabe que las citocinas triméricas de la superfamilia de ligandos del TNF controlan y organizan las respuestas
inmunitarias e inflamatorias a varios niveles. Se sabe también que los miembros de la superfamilia de ligandos del
TNF estén asociados con varias afecciones patologicas, tales como afecciones inflamatorias agudas o cronicas.
Actualmente, la superfamilia de ligandos del TNF tiene al menos 17 ligandos reconocidos, que incluyen LTA
(linfotoxina alfa; miembro 1 de TNFLSF), TNF (factor de necrosis tumoral; miembro 2 de TNFLSF), LTB (linfotoxina
beta; miembro 3 de TNFLSF), OX-40L (miembro 4 de TNFLS); CD40L (miembro 5 de TNFLS); FasL (miembro 6 de
TNFLS); CD27L (miembro 7 de TNFLS); CD30L (miembro 8 de TNFLS); 4-1 BB-L (miembro 9 de TNFLS); TRAIL
(miembro 10 de TNFLS); RANKL (miembro 11 de TNFLS); TWEAK (miembro 12 de TNFLS); APRIL (miembro 13 de
TNFLS); BAFF (miembro 13B de TNFLS); LIGHT (miembro 14 de TNFLS); VEGI (miembro 15 de TNFLS); y GITRL
(miembro 18 de TNFLS).

Existen pruebas de que la unidad de sefializacion de las citocinas triméricas de la superfamilia de ligandos del TNF y
sus correspondientes receptores, se encuentra en la forma de tres receptores y tres ligandos ensamblados como
complejo hexamérico en el que un Unico trimero de citocina se une a tres moléculas de receptor (Bodmer et al. 2002,
TRENDS in Biochemical Sciences 27(1), pag. 19-26). Antes de formar parte de este complejo hexamérico, los
receptores existen en forma monomérica. Este mecanismo general se ilustra en la figura 1.

El TNF (miembro 2 de TNFLSF) es uno de los mediadores principales de la respuesta inmunitaria e inflamatoria, y
se sabe, por ejemplo, que tiene un papel importante en la patogénesis de la artritis reumatoide, que es una
enfermedad inflamatoria autoinmunitaria comin que afecta aproximadamente al 0,5-1% de la poblacion humana.
Adicionalmente, también se sabe que el TNF esta implicado en la patogénesis de una amplia gama de estados
patoldgicos, que incluyen choque endotoxico, malaria cerebral y reaccion injerto frente a huésped. EI TNF se
produce por varios tipos de células, principalmente por macrdéfagos activados. La forma soluble de TNF esta
constituida por tres subunidades de proteina de 17 kD idénticas, mientras que la forma unida a membrana esta
constituida por tres subunidades de 26 kD idénticas. El TNF se conoce también previamente como “TNF-alfa” y
“caquectina”.

Woiest et al (Oncogene vol. 21, n.° 27 pag. 4257-4265) se refieren a proteinas de fusion triméricas que comprenden
TNF y un dominio de trimerizacion. Peng et al (J.Virology vol. 73, n.° 6 pag. 5098-5109) dan a conocer las proteinas
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de fusion TNFR-CDS8.

Se encontré recientemente que TWEAK (miembro 2 de TNFLSF) es un inductor directo y fuerte de la angiogénesis
(formacion y crecimiento de vasos sanguineos) tal como se observé que las concentraciones picomolares de
TWEAK promueven la proliferacion de células endoteliales normales y que TWEAK induce angiogénesis en un
modelo de cornea de rata in vivo (Lynch et al., 1999, The Journal of Biological Chemistry, 274(13) pag. 8455-8459).
En particular, la angiogénesis es esencial para el crecimiento y persistencia de tumores sélidos y sus metastasis, y
se sabe también que esta implicada en otras afecciones patolégicas tales como retinopatia diabética, psoriasis,
dermatitis por contacto y restenosis.

El documento US5716805 se refiere a un procedimiento para preparar proteinas oligoméricas solubles.

En el documento US20020037852A1 se describié la citocina trimérica BAFF (miembro 13B de TNFLS) que se
expresaba por células T y células dendriticas para el fin de la coestimulacion de células B y por consiguiente puede
desempefiar un papel importante en el control de la funcién de las células B. Se sugiere en el mismo que BAFF y su
receptor pueden tener aplicaciones anticancerigenas e inmunorreguladoras asi como usos para el tratamiento de
trastornos inmunosupresivos tales como VIH.

Drickamer, Kurt (Current Opinion in Structural Biology, vol. 9, n.° 5) da a conocer las formas triméricas de CTLD en
relacion con tetranectina.

APRIL (miembro 13 de TNFLS) es una citocina trimérica que se une al receptor TNFRSF13B y al TNFRSF17. Se ha
demostrado recientemente que la adicion de APRIL recombinante a diversas células tumorales estimula su
proliferacién y por tanto APRIL puede estar implicada en la regulacién del crecimiento de células tumorales (Hahne
M., et al, 1998; J. Exp. Med. 188: 1185-1190). Se ha sugerido también que APRIL puede estar implicada en
procesos inmunoldgicos mediados por monocitos/macroéfagos.

Ademas, se ha descrito también que las citocinas dentro de la superfamilia de TNF estan implicadas en
enfermedades hereditarias tales como el sindrome de hiper IgM, sindrome linfoproliferativo autoinmunitario tipo |,
sindrome de fiebre periddica asociada a TNF-R1, displasia ectodérmica hipohidrotica y osteolisis familiar expansiva.

Se han realizado varios intentos con el fin de encontrar y desarrollar antagonistas y agentes de unién adecuados
para citocinas triméricas que pueden unirse a citocinas triméricas especificas y pueden evitar por tanto que las
citocinas triméricas se unan a por ejemplo receptores unidos a la membrana celular y por tanto pueden suprimir la
activacion de esa ruta de receptor particular.

Un ejemplo es antagonistas frente a la citocina trimérica TNF (miembro 2 de TNFLSF). Actualmente, dos tipos de
antagonistas de TNF estan comercialmente disponibles, concretamente Infliximab (Remicade) y Eternarcept (Enbrel)
gue han recibido ambos la autorizacion de comercializacion en los Estados Unidos y Europa para el tratamiento de
artritis reumatoide. Los dos productos han demostrado también que son eficaces para el tratamiento de psoriasis y
enfermedad de Chrohn. Infliximab es un anticuerpo quimérico con regiones variables murinas y regiones constantes
de IgG1l y ? humanas, que neutraliza la actividad biolégica de TNF mediante la unién a las formas solubles y
transmembranas de TNF e inhibe la union de TNF con sus receptores. La estructura de Infliximab es similar a la de
los anticuerpos que se producen de manera natural. Eternacept es una proteina de fusidn constituida por el dominio
extracelular del receptor p75 TNF y los dominios de bisagra y Fc de IgG1 humana.

Otro ejemplo de un antagonista para una citocina trimérica se proporciona en el documento WO 00/42073 en el que
se da a conocer un anticuerpo monoclonal frente a la citocina trimérica TWEAK (miembro 12 de TNFLS). Se
menciona que el anticuerpo puede bloquear el desarrollo de la enfermedad de injerto frente a huésped.

Sin embargo, un problema técnico comun que se encuentra con los agentes de uniéon y productos inhibidores
conocidos actualmente para las citocinas triméricas, es que tras la formacion de un complejo 1:1 de la citocina
trimérica y el agente de unién o producto inhibidor, no se bloquean de manera eficaz los tres sitios de unién a
receptor de las citocinas triméricas, ya que al menos uno o dos de los tres sitios de unién a receptor se dejan
abiertos. El(los) sitio(s) de unién a receptor de citocina abierto(s) puede(n) asociarse con un correspondiente
receptor de citocina de superficie celular y por tanto, debido a la alta concentracion local de los receptores en la
superficie celular, inician el reclutamiento adicional de receptores de citocina y median la sefializacion de receptores.

El problema se ilustra claramente mediante el agente de unién a TNF Eternacept, que es una molécula bivalente que
forma un complejo 1:1 con el trimero de TNF. Cuando Eternacept se une a TNF, solo dos de tres posibles sitios de
unién a receptor se ocupan por la molécula Eternacept, y el tercer sitio de unién a receptor de deja abierto. Esto
implica que el sitio de unién a receptor de TNF abierto puede asociarse con un receptor de TNF de superficie celular
y de ese modo, debido a la alta concentracién local de los receptores en la superficie celular, inicia el reclutamiento
adicional de receptores TNF y mediante esto la transduccion de sefiales. Este problema se ilustra en la figura 2.

El mismo problema se observa con el agente de unién a TNF Infliximab. Cada molécula de Infliximab puede unirse
sélo a un sitio de unién a receptor (subunidad) de una molécula de TNF dada, dejando por tanto dos sitios de unién
a receptor abiertos. Estos sitios de unidn a receptor abiertos pueden asociarse posteriormente con correspondientes
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receptores libres, dando como resultado el reclutamiento adicional de receptores de TNF y la sefializacién de
receptores.

Se ha encontrado ahora mediante los presentes inventores, que los problemas técnicos anteriores pueden
superarse mediante la disposicidon de una proteina de fusion (protémero) que se construye como una fusiéon de una
unidad de unién (agente de union) para citocinas triméricas a un dominio de trimerizacién. La proteina de fusién de
la presente invencién, puede formar, como proteina trimérica, un complejo 1:1 con una citocina trimérica y
preferentemente al mismo tiempo pueden unirse eficazmente los tres sitios de union a receptor de las citocinas
triméricas, mediante lo cual ningln sitio de union a receptor se deja abierto, y por tanto puede inhibir el acoplamiento
de la citocina a la superficie celular. Por tanto, se proporciona ahora una proteina de fusion que tiene la ventaja de
poder inhibir y neutralizar de manera mas eficaz la actividad biolégica de citocinas triméricas en comparacién con
antagonistas de citocina trimérica conocidos actualmente. Una ventaja adicional de la proteina de fusién segun la
invencion es que cuando se aplica como farmaco, se requiere menos cantidad de la proteina de fusién con el fin de
obtener un efecto terapéutico, en comparaciéon con los agentes de unién conocidos actualmente para citocinas
triméricas.

Sumario de la invenciéon

Por consiguiente, la invencion se refiere en un primer aspecto a un polipéptido trimérico que comprende tres
monémeros, comprendiendo cada uno de dichos mondmeros un miembro de unién especifico que puede unirse a
una citocina trimérica, y comprendiendo cada uno de dichos monémeros un dominio de trimerizaciéon derivado de
tetranectina.

En un aspecto adicional se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido trimérico segin
la invencion.

Todavia en un aspecto adicional, la invencion se refiere a un polipéptido trimérico segun la invencién para su uso
como farmaco.

Finalmente, se proporciona un procedimiento para la preparacion del polipéptido trimérico segun la invencion, y un
procedimiento de ensayo para detectar una citocina polipeptidica trimérica en una muestra.

Descripcion detallada de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencidn proporciona agentes de unién triméricos que pueden unirse a citocinas
triméricas, preferentemente de tal manera que tras la union, todos los sitios de unidn a receptor de la citocina
trimérica se bloquean sustancialmente y/o se neutralizan, y por tanto la actividad biolégica potencial de la citocina
trimérica se suprime 0 se neutraliza. Por consiguiente, se proporciona un polipéptido trimérico que comprende tres
mondmeros, en el que cada uno de los monémeros comprende un miembro de unién especifico que puede unirse a
una citocina trimérica, y en el que cada uno de los mondmeros comprende un dominio de trimerizacion, derivado de
tetranectina.

En el presente contexto, la expresion “citocina trimérica” se refiere a proteinas pequefias y fragmentos de las
mismas, que se producen y segregan por una célula, y que provocan una respuesta especifica en una célula que
tiene un receptor para esa citocina, por ejemplo afectando al crecimiento, division y/o funcién de la célula. El término
“trimérica” se usa en el presente documento para describir que las citocinas segun la invencién se producen como
complejos de mdltiples subunidades que contienen tres subunidades, preferentemente tres subunidades idénticas
(homotrimero).

Ciertos ejemplos tipicos de tales citocinas triméricas incluyen factor inhibidor de migracion de macréfagos (MIF) y
citocinas dentro de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral (TNFLSF). Actualmente, segin se
menciond anteriormente, la superfamilia de ligandos del TNF tiene al menos 17 ligandos reconocidos que comparten
todos un dominio C terminal trimérico conservado conocido como “dominio de homologia de TNF” (THD), que es el
responsable de la unioén a receptor. La identidad de secuencia de este dominio trimérico es aproximadamente un 20-
30% entre los miembros de la familia de TNF. El THD es una secuencia larga de 150 aminoacidos que contiene una
estructura conservada de residuos aromaticos e hidréfobos que se ilustra en la figura 2 en Bodmer et al. 2002,
TRENDS in Biochemical Sciences 27(1), pag. 19-26. Por consiguiente, en el presente contexto un “miembro de la
superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral” pretende significar una proteina trimérica que comprende el
dominio de homologia de TNF, THD. Las citocinas triméricas actualmente conocidas dentro de la superfamilia de
ligandos del TNF se enumeran a continuacion en la tabla 1, junto con sin6nimos y sus correspondientes ID de
Genbank (GenBank, National Center for Biotecnology Information; http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank). La
nomenclatura para la superfamilia de ligandos del TNF tal como se usa en el presente documento sigue la
nomenclatura de la superfamilia del TNF (TNFSF) oficial que puede encontrarse en
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/tnftop.html.
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TABLA 1: Superfamilia de ligandos del TNF

Simbolo de | ID de Genbank | Sinénimos

ligando

LTA X01393 TNFSF1, TNFB, LT

TNF X02910 TNFSF2, TNF-alfa, DIF

LTB L11016 TNFSF3, TNFC, p33

TNFSF4 D90224 OX-40L, gp34, TXGP1

TNFSF5 X67878 CD40LG, IMD3, HIGM1, CD40L, hCD40L, TRAP, CD154, gp39

TNFSF6 ul11821 FasL, APT1LG1

TNFSF7 LO8096 CD70, CD27L, CD27LG

TNFSF8 L09753 CD30LG

TNFSF9 u03398 4-1BB-L

TNFRSF10 U37518 TRAIL, Apo-2L, TL2

TNFSF11 AF013171 TRANCE, RANKL, OPGL, ODF

TNFSF12 AF030099 TWEAK, DR3LG, APO3L

TNFSF13 NM_003808 APRIL

TNFSF13B AF136293 BAFF, THANK, BLYS, TALL-1, TALL1, TNFSF20

TNFSF14 AF036581 LIGHT, LTg, HVEM-L

TNFRSF - Proteina 14 de respuesta inmediata-temprana inducible por el factor de

Fnl4 crecimiento de fibroblastos, 14 inducible por FGF, receptor Tweak,
TweakR

TNFSF15 AF039390 TL1, VEGI

TNFSF18 AF125303 AITRL TL6 nGITRL

Por consiguiente, en una realizacién util de la invencion el polipéptido trimérico segln la invencion puede unirse a
una citocina trimérica que es un miembro de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral seleccionado
de LTA; TNF ;LTB; TNFSF4; TNFSF5; TNFSF6; TNFSF7; TNFSF8; TNFSF9; TNFSF10; TNFSF11; TNFSF12;
TNFSF13; TNFSF13B; TNFSF14; TNFRSF Fnl4; TNFSF15; y TNFSF18.

La expresién “miembro de unién especifico”, segln se usa en el presente documento, se refiere a un miembro de un
par de moléculas que tienen especificidad de unién entre si. Los miembros de un par de unién especifica pueden
derivarse de manera natural o pueden producirse de manera completa o parcialmente sintética. Un miembro del par
de moléculas tiene un area en su superficie, o una cavidad, que se une especificamente a y es por tanto
complementaria a una organizacion polar y espacial particular del otro miembro del par de moléculas. De ese modo,
los miembros del par tienen la propiedad de unirse especificamente entre si. Ciertos ejemplos de tipos de pares de
uniéon especifica son antigeno-anticuerpo, biotina-avidina, hormona-receptor de hormona, ligando-receptor de
ligando, enzima-sustrato. Otros ejemplos de pares de unidon especifica incluyen, hidratos de carbono y lectinas,
secuencias de nucleétidos complementarias (que incluyen secuencias de acidos nucleicos de sonda y captura
usadas en ensayos de hibridacién de ADN para detectar una secuencia de acido nucleico diana), secuencias
peptidicas complementarias que incluyen las formadas mediante procedimientos recombinantes, moléculas
efectoras y receptoras, cofactores enzimaticos y enzimas, inhibidores enzimaticos y enzimas y similares. Ademas,
los pares de unién especifica pueden incluir miembros que son andlogos o fragmentos del miembro de union
especifico original.

En realizaciones (tiles, los miembros de union especifica que pueden unirse a una citocina trimérica, dotan al
polipéptido trimérico segun la invencion de una afinidad de unién (Kd) por la citocina trimérica que preferentemente
es 1 x 10 M o menos determinada mediante resonancia de plasmon de superficie. En otras realizaciones Utiles, el
valor de Kd es menor de 1 x 10° M, 1 x 10 M, 1 x 10™ M, 1 x 10" M, 1 x 10™* M, 1 x 10™ M, o incluso menor de
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1 x 10™ M. En otras realizaciones Utiles, la constante K-off para el polipéptido trimérico segun la invencién es menor
de 1 x 10° S, tal como menor de 1 x 10* S™, incluyendo menor de 1 x 10®° S, e incluso menor de 1 x 10° S*
determinada mediante resonancia de plasmén de superficie. El término “K-off”, segin se usa en el presente
documento, pretende referirse a la constante de disociacion para la disociacién de un miembro de unién especifico
del complejo de miembro de unién especifico/citocina trimérica. La expresion “resonancia de plasmon de superficie”,
segun se usa en el presente documento, se refiere a un fenémeno éptico que permite el andlisis de interacciones
bioespecificas en tiempo real mediante la deteccién de alteraciones en las concentraciones de proteina dentro de
una matriz biosensora, por ejemplo usando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia). Para
descripciones adicionales, véase el ejemplo 10.

Segun se menciond anteriormente, se prefiere que el agente de unién a citocina trimérica bloquee, inhiba o
neutralice, segln la invencioén, al menos parcial o completamente, una actividad biolégica de una citocina trimérica.
Segun se usa en el presente documento, la expresion “neutraliza” o “neutralizacién” significa la inhibicion de o la
reduccion de una actividad biolégica de una citocina trimérica segin se mide in vivo o in vitro.

En realizaciones utiles, el miembro de union especifico es un polipéptido derivado de un miembro de la superfamilia
de receptores del factor de necrosis tumoral. Actualmente, se conocen al menos 29 receptores dentro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral y se enumeran a continuacion en la tabla 2 junto con sus sinénimos y sus
correspondientes ID de Genbank (GenBank, National Center for Biotecnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). La nomenclatura para los miembros de la superfamilia de receptores del TNF
segln se usa en el presente documento sigue la nomenclatura de la superfamilia del TNF (TNFSF) oficial que puede
encontrarse en http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/tnftop.html.

TABLA 2: Superfamilia de receptores del TNF

Simbolo de ID de Genbank | Sinénimos

receptor

TNFRSF1A M75866 p55-R, CD120a, TNF-R-I p55, TNF-R, TNFR1, TNFAR, TNF-R55, p5S5TNFR,
TNFR60

TNFRSF1B M32315 CD120b, p75, TNF-R, TNF-R-ll, TNFR80, TNFR2,TNF-R75, TNFBR,
p75TNFR

LTBR L04270 TNFRSF3, TNFR2-RP, CD18, TNFR-RP, TNFCR, TNF-R-III

TNFRSF4 X75962 OX40, ACT35, TXGP1L

TNFRSF5 X60592 p50, Bp50, CD40

TNFRSF6 M67454 FAS, CD95, APO-1, APT1

TNFRSF6B AF104419 DcR3, M68, TR6, HGNC:15888, NHL, DKFzZP434CO13, KIAA1088,
bK3184A7.3, C200rf41

TNFRSF7 M63928 Tp55, S152, CD27

TNFRSF8 M83554 Ki-1, D1S166E, CD30

TNFRSF9 L12964 4-1BB, CD137, ILA

TNFRSF10A u90875 DRA, Apo2, TRAILR-1

TNFRSF10B AF012628 DR5, KILLER, TRICK2A, TRAIL-R2, TRICKB

TNFRSF10C AF012536 DcR1, TRAILR3, LIT, TRID

TNFRSF10D AF029761 DcR2, TRUNDD, TRAILR4

TNFRSF11A AF018253 RANK

TNFRSF11B U94332 OPG, OCIF, TR1

TNFRSF12 U72763 DR3, TRAMP, WSL-1, LARD, WSL-LR, DDR3, TR3, APO-3

TNFRSF12L - DR3L

TNFRSF13B AF023614 TACI
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(cont.)
Simbolo de ID de Genbank | Sinénimos
receptor
TNFRSF13C AF373846 BAFFR
TNFRSF14 u70321 HVEM, ATAR, TR2, LIGHTR, HVEA
NGFR M14764 TNFRSF16, p75NTR
TNFRSF17 229574 BCMA, TNFRSF13
TNFRSF18 AF125304 AITR, GITR
TNFRSF19 AB040434 TAJ-alfa, TROY, TAJ, TRADE
TNFRSF19L AF319553 FLJ14993, RELT
TNFRSF21 AF068868 DR6
TNFRSF22 - SOBa, Tnfrh2, 2810028K06Rik
TNFRSF23 - mSO6, Tnfrhl

De ese modo, en realizaciones Utiles el miembro de unidén especifico derivado de un receptor dentro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral se selecciona de los receptores TNFRSF1A, TNFRSF1B, LTBR,
TNFRSF4, TNFRSF5, TNFRSF6, TNFRSF6B, TNFRSF7, TNFRSF8, TNFRSF9, TNFRSF10A, TNFRSF10B,
TNFRSF10C, TNFRSF10D, TNFRSF11A, TNFRSF11B, TNFRSF12, TNFRSF12L, TNFRSF13B, TNFRSF13C,
TNFRSF14, NGFR, TNFRSF17, TNFRSF18, TNFRSF19, TNFRSF19L, TNFRSF21, TNFRSF22 y TNFRSF23. Sin
embargo, también se contempla que otros receptores Utiles pueden identificarse dentro de esta familia de proteinas,
y por tanto otros miembros de union especifica funcionales.

En una realizacion util, el miembro de union especifico se deriva de los receptores de TNF TNFRSF1A (receptor
TNFrl, p55) y/lo TNFRSF1 B (receptor TNFrll, p75 TNF). Especialmente, se ha demostrado que el receptor
TNFRSFL1 B y las subunidades del mismo son eficaces para unirse de manera especifica a y neutralizar TNF. Como
ejemplo, la proteina de unién a TNF Eternacept es una proteina de fusion constituida por el dominio extracelular del
receptor TNFRSF1 B, es decir una subunidad del receptor TNFRSF1B. Por consiguiente, en realizaciones
especificas, el polipéptido trimérico segun la invencién incluye un miembro de unién especifico que es una
subunidad o fragmento del receptor TNFRSF1 B (TNFrll), tal como los fragmentos del receptor TNFRSF1 B dados a
conocer en el documento US 5.712.155. De ese modo, en realizaciones utiles, el miembro de unién especifico es un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de TNFRSF1B 1-235 (SEC ID N.%:76),
TNFRSF1B 1-185 (SEC ID N.%:77), TNFRSF1B 1-163 (SEC ID N.°:78) y TNFRSF1B 1-142 (SEC ID N.°:79).

En otras realizaciones Utiles, segln se da a conocer en los siguientes ejemplos, el miembro de unién especifico
puede ser uno o mas fragmentos del receptor TNFRSF1 B (TNFrll) y combinaciones de tales fragmentos, tales como
un polipéptido que comprende una secuencia de aminodacidos codificada por una secuencia de ADN seleccionada
de TNFRSF1B D1D2 (SEC ID N.°:13), TNFRSF1B D1D2, 1/6 (SEC ID N.°:15), TNFRSF1B D1D2 1/4 (SEC ID
N.°:17), TNFrll D1D2, 1/3 (SEC ID N.°:19), TNFRSF1B D1D2, 1/2 (SEC ID N.°:21), TNFRSF1B D1 D4 (SEC ID
N.°:23), TNFRSF1B D2 (SEC ID N.°:25), TNFRSF1B D2, 1/6 (SEC ID N.°:26), TNFRSF1B D2, 1/4 (SEC ID N.°:27),
TNFRSF1B D2, 1/3 (SEC ID N.°:28), TNFRSF1B D2, 1/2 (SEC ID N.°:29) y TNFRSF1B D2D4 (SEC ID N.°:30).

Segun la invencion, el miembro de union especifico que puede unirse a una citocina trimérica puede ser también un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. En el presente contexto, el término “anticuerpo” se usa para describir una
inmunoglobulina ya sea natural o producida de manera parcial o completamente sintética. Ya que los anticuerpos
pueden modificarse de diversos modos, el término “anticuerpo” debe interpretarse como que cubre cualquier
miembro de unién especifico o sustancia que tiene un dominio de union con la especificidad por citocina trimérica
requerida. De ese modo, este término cubre fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y
homélogos de anticuerpos, incluyendo cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién a inmunoglobulina,
ya sea natural o completa o parcialmente sintética. Por tanto se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un
dominio de unién a inmunoglobulina, o equivalente, fusionado a otro polipéptido. El término también cubre cualquier
polipéptido o proteina que tiene un dominio de unién que es, o es homologo a, un dominio de unién a anticuerpo, por
ejemplo simuladores de anticuerpo. Estos pueden derivarse de fuentes naturales, o pueden producirse de manera
parcial o completamente sintética. Ejemplos de anticuerpos son los isotipos de inmunoglobulina y sus subclases
isotipicas; fragmentos que comprenden un dominio de unién a antigeno tal como Fab, scFv, Fv, dAb, Fd; y
diacuerpos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2367749 T3

El documento US 6.451.983 B2 describe anticuerpos para el factor de necrosis tumoral humano que, entre otras
cosas, pueden neutralizar la actividad biolégica de TNF. En particular, el documento US 6.451.983 B2 proporciona
anticuerpos y fragmentos de los mismos que pueden unirse a TNF humano maduro (SEC ID N.°:80) dentro de
ciertas regiones topograficas especificas. Por consiguiente, en realizaciones Utiles de la presente invencion, el
miembro de unién especifico es un anticuerpo o fragmento del mismo que puede unirse a TNF humano maduro
(SEC ID N.°:80) en al menos una region seleccionada de las regiones que estan constituidas por residuos de
aminoécidos 1-18, 1-20, 1-26, 1-30, 12-22, 22-31, 22-40, 36-45, 49-97, 49-98 , 56-79, 58-65, 69-97, 70-87, 76-90,
96-105, 105-128, 108-128, 110-127, 115-125, 117-128, 132-157, 135-155, 136-153, 138-149, 141-153 y 146-157.

El documento US 6.451.983 B2 proporciona ademas anticuerpos monoclonales especificos que pueden ser Utiles en
la presente invencion. Por consiguiente, el miembro de union especifico que puede unirse a TNF humano puede ser
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo seleccionado de MAb 1 (ECACC 89080301), MAb 21 (ECACC 90012432),
MAb 25 (ECACC 89121401), MAb 32 (ECACC 89080302), MAb 37 (ECACC 89080303), MAb 42 (ECACC
89080304), MAb 47 (ECACC 89121402), MAb 53 (ECACC 90012433) y MAb 54 (ECACC 89083103), en los que
ECACC se refiere a la Coleccion Europea de Cultivos de Células Animales.

Ejemplos adicionales de anticuerpos Utiles incluyen el anticuerpo D2E7 humanizado segun se da a conocer en el
documento US 6.090.382 y el fragmento de anticuerpo humanizado CDP 870 segun se da a conocer en el
documento WO/00194585.

En realizaciones especificas, los miembros de unién especifica de la presente invencién pueden comprender
analogos de anticuerpo o anticuerpos artificiales tales como por ejemplo una proteina que tiene la estructura de
armazoén proteinico de dominios similar a lectina de tipo C (CTLD) segun se da a conocer en el documento
WQO/0248189. Tal como sera evidente a partir de los siguientes ejemplos, analogos de anticuerpos de CTLD
basados en tetranectina humanos Utiles que pueden unirse a TNF pueden seleccionarse de TN3-2-B (SEC ID
N.°:103), TN3-2-C (SEC ID N.°:104) y TN3-2-D (SEC ID N.°:105).

Un aspecto importante de la presente invencion es que los mondmeros del polipéptido trimérico, ademas del
miembro de union especifico, comprende ademas un dominio de trimerizacion. En el presente contexto, la expresion
“dominio de trimerizacién” es un péptido, una proteina o parte de una proteina que puede interaccionar con otros
dominios de trimerizacion similares o idénticos. La interacciéon es del tipo que produce polipéptidos o proteinas
triméricas. Una interaccién de este tipo puede originarse mediante enlaces covalentes entre los componentes de los
dominios de trimerizacién asi como mediante fuerzas por puentes de hidrogeno, fuerzas hidréfobas, fuerzas de van
der Waals y puentes salinos.

El dominio de trimerizacion se deriva de tetranectina, y puede comprender de manera méas especifica el elemento
estructural de trimerizacién de tetranectina (denominado a continuacién en el presente documento TTSE) que se
describe en detalle en el documento WO 98/56906. La secuencia de aminoacidos de TTSE se muestra en SEC ID
N.°:81. El efecto de trimerizacion de TTSE esta provocado por una estructura de hélice enrollada que interacciona
con la estructura de hélice enrollada de los otros dos TTSE para formar un trimero de triple hélice enrollada alfa
helicoidal que es excepcionalmente estable incluso a temperaturas relativamente altas. El término TTSE pretende
también abarcar variantes de un TTSE de un miembro que se produce de manera natural de la familia proteinas de
tetranectina, variantes que se han modificado en la secuencia de aminoacidos sin afectar de manera adversa, hasta
cualquier grado sustancial, a la capacidad del TTSE para formar trimeros de hélice enrollada alfa helicoidales. De
ese modo, el polipéptido trimérico segun la invencidon puede comprender un TTSE como dominio de trimerizacion,
gue comprende una secuencia que tiene al menos un 68% de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de SEC ID N.° SEC ID N.°:81, tal como al menos un 75%, incluyendo al menos un 87%, tal como al
menos un 92%. Segln esto, el residuo de cisteina n.° 50 del TTSE (SEC ID N.°:81) puede estar mutado
ventajosamente en serina, treonina, metionina o en cualquier otro residuo de aminoacido con el fin de evitar la
formacion de un puente disulfuro entre cadenas no deseado, que puede conducir a multimerizacién no deseada.

En otra realizacion, el dominio de trimerizacién de TTSE (SEC ID N.°:81) puede modificarse mediante (i) la
incorporacion de la secuencia de polihistidina y/o un sitio de escision para el factor de coagulacién sanguineo Xa, (ii)
sustitucion de Cys 50 con Ser, e (iii) incluyendo una secuencia KGS C terminal.

Varios ejemplos de diferentes polipéptidos triméricos segun la invencion se proporcionan en los siguientes ejemplos,
en los que se ha aplicado el dominio de trimerizacion de TTSE anterior. Estos incluyen entre otros las unidades de
unién a TNF basadas en CTLD, TN-2-B (SEC ID N.%:106), TN-2-C (SEC ID N.%:108) y TN-2-D (SEC ID N.%:107), y el
fragmento de TNFRII humano trimerizado AD1 D4-GSS-110 (SEC ID N.°:109).

Segun la invencion, el miembro de unidn especifico puede unirse o bien al residuo de aminoacido N terminal o bien
al C terminal del dominio de trimerizacion. Sin embargo, se prevé también que en ciertas realizaciones puede ser
ventajoso enlazar un miembro de unién especifico tanto al extremo N terminal como al extremo C terminal del
dominio de trimerizaciéon del mondmero, y por tanto proporcionar un polipéptido trimérico que comprende seis
miembros de unién especifica que puede unirse a una citocina trimérica.

Se apreciara que un ligador molecular flexible puede interponerse opcionalmente entre, y unirse covalentemente a,
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el miembro de unién especifico y el dominio de trimerizacion. En ciertas realizaciones, el ligador es una secuencia
polipeptidica de aproximadamente 1-20 residuos de aminoéacidos. El ligador puede ser inferior a 10 aminoacidos, lo
mas preferentemente, 5, 4, 3, 2 6 1. Puede ser en ciertos casos que 9, 8, 7 6 6 aminoacidos sean adecuados. En
realizaciones Utiles el ligador es esencialmente no inmunogénico, no es propenso a la escision proteolitica y no
comprende residuos de aminoacidos que se saben que interaccionan con otros residuos (por ejemplo residuos de
cisteina).

El polipéptido trimérico de la presente invencidon puede expresarse en cualquier sistema de expresion de proteinas
convencional adecuado cultivando un huésped transformado con un vector que codifica el polipéptido trimérico en
condiciones tales que se expresa el polipéptido trimérico. Preferentemente, el sistema de expresion es un sistema a
partir del cual la proteina deseada puede aislarse facilimente y replegarse in vitro. Como cuestion general, se
prefieren sistemas de expresion procariotas ya que pueden obtenerse altos rendimientos de proteinas y estan
disponibles estrategias eficaces de purificacion y replegamiento. De ese modo, se encuentra bien dentro las
capacidades y criterio del experto, sin experimentacién excesiva, elegir un sistema de expresién apropiado o
favorito. De manera similar, una vez que se elige la secuencia de aminoacidos primaria para el polipéptido trimérico
de la presente invencién, un experto en la técnica puede disefiar facilmente constructos de ADN recombinantes
apropiados que codificaran las proteinas deseadas, teniendo en consideracién factores tales como que el codén
influye en el huésped elegido, la necesidad de secrecién de secuencias de sefial en el huésped, la introduccion de
sitios de escision de proteinasa dentro de la secuencia sefial y similares. Estos constructos de ADN recombinantes
pueden insertarse en marco en cualquiera de varios vectores de expresién apropiados para el huésped elegido. La
eleccién de un vector de expresion apropiado o favorito es de nuevo una cuestion que se encuentra bien dentro de
la capacidad y criterio del experto en la técnica. Preferentemente, el vector de expresion incluird un promotor fuerte
para dirigir la expresiéon de los constructos recombinantes. Finalmente, el polipéptido trimérico puede aislarse
usando procedimientos convencionales adecuados bien conocidos en la técnica, y puede someterse opcionalmente
a procesamiento adicional tal como por ejemplo liofilizacion.

El polipéptido trimérico segun la invencion puede usarse para la preparacion de una composicién farmacéutica
mediante cualquier procedimiento adecuado bien conocido en la técnica. La composicion puede comprender por lo
tanto, junto con el polipéptido trimérico, uno o mas vehiculos aceptables, y opcionalmente otros componentes
terapéuticos. Los vehiculos deben ser aceptables en el sentido de ser compatibles con los otros componentes y no
nocivos para el receptor del mismo. En general, los procedimientos para la preparacion de composiciones
farmacéuticas incluyen la etapa de asociar el principio activo y un vehiculo.

La aplicacion terapéutica de la presente invencion comprende el tratamiento de una enfermedad o un trastorno en
un animal, mediante administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido trimérico segun la
invencion a un animal que necesita del mismo. Segin se menciond anteriormente, se sabe que las citocinas
triméricas, y en particular citocinas triméricas de la superfamilia de ligandos del TNF, son polipéptidos pleiotrépicos
gue actian como moléculas de transduccién de sefiales intercelulares, entre otras cosas, controlando y coordinando
las respuestas inmunitarias e inflamatorias. De ese modo, se apreciara que el polipéptido trimérico de la presente
invencién puede aplicarse para el tratamiento de una amplia gama de trastornos y enfermedades mediados por
citocinas triméricas, incluyendo enfermedades inflamatorias, trastornos autoinmunitarios, trastornos inmunitarios,
infecciones, tumores malignos y enfermedades neurodegenerativas. En una realizacion util, la enfermedad es una
patologia mediada por factor de necrosis tumoral, tal como artritis reumatoide, psoriasis y enfermedad de Crohn.

El polipéptido trimérico de la presente invencién puede administrarse directamente al animal mediante cualquier
técnica adecuada, incluyendo por via parenteral, y puede administrarse local o sistémicamente. La ruta especifica de
administracion depende, por ejemplo, del historial médico del animal. Los ejemplos de la administracién parenteral
incluyen administracion subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraarterial e intraperitoneal.

Los animales que pueden tratarse potencialmente mediante la proteina de fusién trimérica incluyen en el presente
documento mamiferos tales como un ser humano.

Finalmente, la presente invencion proporciona un procedimiento de ensayo para detectar una citocina polipeptidica
trimérica en una muestra que comprende (i) poner en contacto la muestra con un polipéptido trimérico segun la
invencion, y (ii) detectar la unién del polipéptido trimérico con la citocina trimérica.

La invencion se describira ahora a modo de ilustracion en los siguientes ejemplos no limitativos y figuras.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la uniéon de una citocina trimérica dentro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral a un
correspondiente receptor monomérico unido a la célula, que inicia el reclutamiento adicional de dos receptores de
citocina mas dando como resultado la formacion de una unidad de sefializacién de citocina-receptor hexamérica.

La figura 2 muestra la unidn de un agente de unidn bivalente a una citocina trimérica dentro de la superfamilia del
factor de necrosis tumoral (TNFSF), que forma un complejo 1:1 con la citocina trimérica. Cuando el agente de unién
bivalente se une a la citocina de TNFSF trimérica, s6lo dos de tres posibles sitios de unién a receptor estan
ocupados por la molécula de agente de union bivalente y el tercer sitio de unién a receptor se deja abierto. Esto
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implica que el sitio de unién a receptor de citocina trimérica abierto puede asociarse con un receptor de citocina
trimérica de superficie celular y de ese modo, debido a la alta concentracion local de los receptores en la superficie
celular, inicia el reclutamiento adicional de receptores triméricos y de ese modo la transduccion de sefial.

La figura 3 muestra un agente de unién para citocinas triméricas que puede formar un complejo 1:1 con una citocina
trimérica y al mismo tiempo puede unirse de manera eficaz a los tres sitios de uniéon a receptor de la citocina
trimérica, mediante lo cual ningln sitio de unién a receptor se deja abierto. El acoplamiento de la citocina a la
superficie celular se bloquea y por tanto no se producird ninguna transduccion de sefiales.

La figura 4 muestra la inhibicién de la citotoxicidad mediada por TNF alfa en un ensayo con la linea de células de
fibroblastos murinas L929, a dos concentraciones diferentes fijadas de TNF alfa (1,0 ng/ml y 0,1 ng/ml) para el
fragmento de receptor trimerizado D1D4GSSI10 Trip en diluciones de 10 veces.

Ejemplos
EJEMPLO 1

Disefio y construccion de plasmidos de expresion de E. coli trip y fagemidos para la produccion de agentes
de unién a citocina trimérica

Fagemidos

El fagemido, psktripB, se construyé mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y Not | sktripB
amplificado a partir del plasmido de expresion pTtripb con los cebadores oligonucleotidicos C-sfikpn-TRI (SEC ID
N.°:1) y N-sfikpn-TRI (SEC ID N.°:2) en un vector precortado con Sfi | y Not I, pCANTAB 5E suministrado por
Amersham Pharmacia Biotech (n.° de cédigo 27-9401-01) usando procedimientos convencionales. La secuencia de
nucledtidos de los insertos sktripB se proporciona como SEC ID N.°:3.

El fagemido, pskl10tripB, se construyé mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y Not | ski10tripB
amplificado a partir del plasmido de expresion pTtripb con los cebadores oligonucleotidicos C-sfikpn-TRI (SEC ID
N.%:1) y N- sfikpn-ILOTRI (SEC ID N.°:4) en un vector precortado con Sfi | y Not I, pPCANTAB 5E suministrado por
Amersham Pharmacia Biotech (n.° de cédigo 27-9401-01) usando procedimientos convencionales. La secuencia de
nucleétido de los insertos skl10tripB se proporciona como SEC ID N.°: 5.

Plasmidos de expresion

El plasmido de expresion pT7H6-bktripB se construyd mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamHI y Hind | bktripB, amplificado a partir del plasmido de expresion pTtripb con los cebadores oligonucleotidicos
C-bamkpn-TRI (SEC ID N.°:6) y N-bamkpn-TRI (SEC ID N.°: 7), en el plasmido de expresion restringido con BamH |
y Hind |, pT7H6, usando procedimientos convencionales. La secuencia de nucleotidos de bktripB se proporciona
como SEC ID N.°:8.

El plasmido de expresién pT7H6-bkl10tripB se construyd mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Hind | bkl10tripB, amplificado a partir del plasmido de expresion pTtripb con los cebadores
oligonucleotidicos C-bamkpn-TRI (SEC ID N.% 6) y N-bamkpn-I10TRI (SEC ID N.°:9), en el plasmido de expresion
restringido con BamH | y Hind I, pT7H6, usando procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos de
bkltripB se proporciona como SEC ID N.°:10.

Ejemplo 2
Disefio y construccién de un agente de unién a TNF trimérico usando fragmentos de TNFRII

Se usaron fragmentos y subunidades del receptor de TNF TNFRSF1B (TNFRII) para la construccién de agentes de
unién a TNF triméricos basandose en el dominio de trimerizacion TripB derivado de tetranectina. El disefio y la
clonacion se esquematiza a continuacion:

Clonacion de fragmentos TNFRSF1B en vectores de fagemido

El vector de fagemido pD1 D2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfil y Kpn |
D1D2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.%: 11) y
D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D2, se proporciona como SEC ID N.°:13.

El vector de fagemido pD1 D2,1/6tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1D1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psktripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleoétidos resultante de D1D2,1/6, se proporciona como SEC ID
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N.°:15.

El vector de fagemido pD1 D2,1/4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.° 16)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, psktripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleoétidos resultante de D1D2,1/4, se proporciona como SEC ID
N.%:17.

El vector de fagemido pD1 D2,1/3tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, psktripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleoétidos resultante de D1D2,1/3, se proporciona como SEC ID
N.0:19.

El vector de fagemido pD1 D2, 1/2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1D1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°% 20)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, psktripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D2,1/2, se proporciona como SEC ID
N.°:21.

El vector de fagemido pD1 D4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y Kpn |
D1D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°: 11) y
D4kpn-fo (SEC ID N.°: 22)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D4, se proporciona como SEC ID N.°:23.

El vector de fagemido pD1 D2I10tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi |l y
Kpn | D1D2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, pskl10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D2, se proporciona como SEC ID
N.0:13.

El vector de fagemido pD1D2, 1/6110tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con Sfi |
y Kpn | D1D1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskl10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D2, 1/6, se proporciona como SEC ID
N.0:15.

El vector de fagemido pD1 D2,1/4110tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con Sfi |
y Kpn | D1D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.°: 16)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pski10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleoétidos resultante de D1D2,1/4, se proporciona como SEC ID
N.%:17.

El vector de fagemido pD1D2,1/3110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfil y
Kpn | D1D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev: (SEC ID N.°:
11) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskl10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D2,1/4, se proporciona como SEC ID
N.%:19.

El vector de fagemido pD1 D2,1/2/10tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi |
y Kpn | D1D1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pski10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D2,1/2, se proporciona como SEC ID
N.°:21.

El vector de fagemido pD1 D4I10tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D1-rev (SEC ID N.°:
11) y D4kpn-fo (SEC ID N.°: 22)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psk110tripB, usando procedimientos
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convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D1D4, se proporciona como SEC ID
N.2:23.

El vector de fagemido pD2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y Kpn | D2
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.%: 24) y
D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2, se proporciona como SEC ID N.°:25.

El vector de fagemido pD2,1/6tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con Sfi |y Kpn |
D1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°: 24) y
D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psktripB, usando procedimientos convencionales,
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2,1/6, se proporciona como SEC ID N.%:26.

El vector de fagemido pD2,1/4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi |y Kpn |
D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.% 24) y
D1/4kpn-fo (SEC ID N.°: 16)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2,1/4, se proporciona como SEC ID N.°:27.

El vector de fagemido pD2,1/3tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con Sfi |y Kpn |
D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°: 24) y
D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2,1/3, se proporciona como SEC ID N.°:28.

El vector de fagemido pD21/2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y Kpn |
D1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°: 24) y
DI/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn |, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucledtidos resultante de D2,1/2, se proporciona como SEC ID N.%:29.

El vector de fagemido pD2D4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y Kpn |
D2D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°: 24) y
D4kpn-fo (SEC ID N.°: 22)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, psktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2D4, se proporciona como SEC ID N.°:30.

El vector de fagemido pD2110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi |y Kpn |
D2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°: 24) y
D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskil0tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucledtidos resultante de D2, se proporciona como SEC ID N.°:25.

El vector de fagemido pD2,1/6110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°:
24) y D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pski10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2,1/6, se proporciona como SEC ID
N.°:26.

El vector de fagemido pD2,1/4110tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°:
24) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.°: 16)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskl10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2,1/4, se proporciona como SEC ID
N.0:27.

El vector de fagemido pD2,1/3110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°:
24) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskl10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2,1/3, se proporciona como SEC ID
N.°:28.

El vector de fagemido pD2,1/2110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
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(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°:
24) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskl1l0tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de D2.1/2, se proporciona como SEC ID
N.0:29.

El vector de fagemido pD2D4I10tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con Sfi | y
Kpn | D2D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos D2-rev (SEC ID N.°:
24) y Ddkpn-fo (SEC ID N.%: 22)) en el vector cortado con Sfi | y Kpn I, pskl10tripB, usando procedimientos
convencionales. Un esquema de la secuencia de nucle6tidos resultante de D2D4, se proporciona como SEC ID
N.°:30.

Clonacién de fragmentos de receptor TNFRSF1B (TNFRII) en vectores de expresion

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1 D2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD1-rev
(SEC ID N.°: 31) y D2kpn-fo (SEC ID N.%: 12)) en un vector cortado con BamH |y Kpn |, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD1 D2, se proporciona
como SEC ID N.°:32.

El vector de expresion pT7TH6FXD1D2,1/6tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH |y Kpn | FXD1 D1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD1-rev
(SEC ID N.°: 31) y D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD1D2,1/6, se
proporciona como SEC ID N.°:33.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2,1/4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | FXD1 D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula dsea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.°: 16)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-
bktripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD1
D2,1/4, se proporciona como SEC ID N.°:34.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2,1/3tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | FXD1 D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula dsea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-
bktripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucle6tidos resultante de FXD1
D2,1/3, se proporciona como SEC ID N.°:35.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2,1/2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | FXD1 D1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula dsea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-
bktripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucledtidos resultante de FXD1
D2,1/2, se proporciona como SEC ID N.°:36.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi
I'y Kpn | FXD1 D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD1-rev (SEC ID
N.2: 31) y D4kpnfo (SEC ID N.°: 22)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bki10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucle6tidos resultante de FXD1 D4, se proporciona
como SEC ID N.°:37.

El vector de expresion pT7H6FXD2tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con BamH
I'y Kpn | FXD2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev (SEC ID
N.°: 38) y D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleotidos resultante de FXD2, se proporciona
como SEC ID N.°:39.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/6tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) bamD2-rev (SEC ID N.°: 38) y D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en un vector cortado con BamH |y Kpn
I, PT7H6-bktripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de
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FXD2,1/6, se proporciona como SEC ID N.°:40.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.°: 16)) en un vector cortado con BamH |y Kpn I, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2,1/4, se proporciona
como SEC ID N.°:41.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/3tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en un vector cortado con BamH |y Kpn |, pT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2,1/3, se proporciona
como SEC ID N.©:42.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/2tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucle6tidos resultante de FXD2,1/2, se proporciona
como SEC ID N.°:43.

El vector de expresion pT7H6FXD2D4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Sfi
Iy Kpn | FXD2D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano
(Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev (SEC ID
N.2: 38) y D4kpn-fo (SEC ID N.°: 22)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucledtidos resultante de FXD2D4, se proporciona
como SEC ID N.°:44,

El vector de expresion pT7H6FXD1D2110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1 D2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD1-rev
(SEC ID N.°: 31) y D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bkl10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucle6tidos resultante de FXD1 D2, se proporciona
como SEC ID N.°:32.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2,1/6110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | FXD1 D1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/6kpn-fo (SEC ID N.° 14)) en un vector cortado con BamH |y Kpn |, PT7H6-
bkI10tripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de
FXD1D2,1/6, se proporciona como SEC ID N.°:33.

El vector de expresién pT7H6FXD1 D2.1/4110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | FXD1 D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula dsea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.°: 16)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-
bkI10tripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD1
D2,1/4, se proporciona como SEC ID N.°:34.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2,1/13I10tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN
restringido con BamH | y Kpn | FXD1 D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea
humana y leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores
oligonucleotidicos bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.° 18)) en un vector cortado con BamH | y
Kpn |, pT7H6-bkl10tripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos
resultante de FXD1 D2,1/3, se proporciona como SEC ID N.°:35.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D2,1/2110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | FXD1 D1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
bamD1-rev (SEC ID N.°: 31) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-
bkI10tripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de
FXD1D2,1/2, se proporciona como SEC ID N.°:36.

El vector de expresion pT7H6FXD1 D4110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
Sfi | y Kpn | FXD1 D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD1-rev
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(SEC ID N.°: 31) y D4kpn-fo (SEC ID N.°: 22)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD1 D4, se proporciona
como SEC ID N.°:37.

El vector de expresion pT7H6FXD2I1 OtripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D2kpn-fo (SEC ID N.°: 12)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2, se proporciona
como SEC ID N.°:39.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/6110tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1/6 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/6kpn-fo (SEC ID N.°: 14)) en un vector cortado con BamH |y Kpn I, PT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2,1/6, se proporciona
como SEC ID N.°:40.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/4110tripB se construye mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con
BamH |y Kpn | FXD1 D1/4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/4kpn-fo (SEC ID N.°; 16)) en un vector cortado con BamH |y Kpn |, PT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2,1/4, se proporciona
como SEC ID N.°:41.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/3110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH |y Kpn | FXD1 D1/3 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1 (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/3kpn-fo (SEC ID N.°: 18)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2,1/3, se proporciona
como SEC ID N.©:42.

El vector de expresion pT7H6FXD2,1/2110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXD1/2 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D1/2kpn-fo (SEC ID N.°: 20)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2,1/2, se proporciona
como SEC ID N.°:43.

El vector de expresion pT7H6FXD2D4110tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
Sfi | y Kpn | FXD2D4 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito
humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamD2-rev
(SEC ID N.°: 38) y D4kpn-fo (SEC ID N.°: 22)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bkI10tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXD2D4, se proporciona
como SEC ID N.°:44.

El vector de expresién pT7AD1 D4-1162-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | AD1 D4-1162 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
pBamHI-A5 (SEC ID N.%:82) y pKpnl-1162 (SEC ID N.°:83) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7-bktripB,
usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1 D4-1162-tripB,
se proporciona como SEC ID N.°:84.

El vector de expresion pT7AD1 D4-GSS-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | AD1 D4-GSS amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
pBamHI-A5 (SEC ID N.2:82) y pKpnl-GSS (SEC ID N.%:85) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7-bktripB,
usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1 D4-GSS-tripB,
se proporciona como SEC ID N.°:86.

El vector de expresion pT7AD1 D4-D235-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | AD1 D4-D235 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
pBamHI-A5 (SEC ID N.°:82) y pKpnl-D235 (SEC ID N.°:87) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7-bktripB,
usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1 D4-D235-tripB,
se proporciona como SEC ID N.°:88.

El vector de expresion pT7AD1D4-1162-110-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
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con BamH |y Kpn | AD1 D4-1162 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
pBamHI-A5 (SEC ID N.°:82) y pKpnl-1162 (SEC ID N.°:83) en un vector cortado con BamH |y Kpn |, PT7-bkl10tripB,
usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1D4-1162-110-
tripB, se proporciona como SEC ID N.°:89.

El vector de expresion pT7AD1D4-GSS-I10-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn | AD1 D4-GSS amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
pBamHI-A5 (SEC ID N.°:83) y pKpnI-GSS (SEC ID N.°:85) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7-bkl10tripB,
usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1D4-GSS-110-
tripB se proporciona como SEC ID N.°:90.

El vector de expresion pT7AD1 D4-D235-110-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH |y Kpn | AD1 D4-D235 amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y
leucocito humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos
pBamHI-A5 (SEC ID N.°:83) y pKpnl-D235 (SEC ID N.%:87) en un vector cortado con BamH |y Kpn I, PT7-bkl10tripB,
usando procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1D4-D235-110-
tripB, se proporciona como SEC ID N.°:91.

El vector de expresion pT7AD1D4-GSS-V17-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con Kpn | y Hind Il V17-TripB amplificado a partir de ADNc (con los cebadores oligonucleotidicos pKpnl-V17 (SEC
ID N.2:92) y pBAD6H (SEC ID N.°:93) en un vector cortado con Kpn | y Hind Ill, pT7AD1 D4-GSS-tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1 D4-GSS-V17-tripB, se
proporciona como SEC ID N.°:94.

El vector de expresion pT7AD1D4-D235-V17-tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con Kpn |y Hind Ill V17-TripB amplificado a partir de ADNc (con los cebadores oligonucleotidicos pKpnl-V17 (SEC
ID N.°:92) y pBAD6H (SEC ID N.%:93) en un vector cortado con Kpn | y Hind Ill, pT7AD1D4-D235-tripB, usando
procedimientos convencionales. Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante AD1 D4-D235-V17-tripB, se
proporciona como SEC ID N.°:95.

Ejemplo 3
Produccién, replegamiento y purificacién del fragmento de TNFRII trimerizado AD1D4-GSS-110-TripB

La construccion del pladsmido de expresion dependiente de la ARN polimerasa T7, pT7D1 D4GSSI10 (que expresa el
derivado de TNFRII AD1 D4-GSS-I110-TripB) se describe anteriormente en el ejemplo 2.

Se produjo el fragmento de TNFRII humano trimerizado AD1 D4-GSS-110 (SEC ID N.°:109) haciendo crecer y
expresando el plasmido pT7AD1 D4-GSS-110 en células BL21 de E. coli en una escala media (6 x 1 litro) segun se
describe por Studier y Moffat, J. Mol. Biol., 189: 113-130, 1986. Brevemente, se infectaron a DO600 0,8 cultivos de
crecimiento exponencial a 37°C con bacteri6fago A-CE6 a una multiplicidad de aproximadamente 5. Se hicieron
crecer cultivos a 37°C durante otras tres horas antes de que se recogieran las células mediante centrifugacion. Se
lisaron las células mediante choque osmético y sonicacion y se extrajo la proteina celular total en fenol (ajustado a
pH 8 con base Trisma). Se hizo precipitar la proteina desde la fase de fenol mediante la adicién de 2,5 volimenes de
etanol y centrifugacion. Se disolvi6 el sedimento de proteina en un tampén que contenia cloruro de guanidinio 6 M,
Tris-HCI 50 mM pH 8 y ditioeritriol 50 mM. Tras la filtraciéon en gel en Sephadex G-25 (Amersham Biosciences) en
urea 8 M, NaCl 0,5 M, Tris-HCI 50 mM pH 8, y 2-mercaptoetanol 5 mM se aplicé la preparacién de proteinas bruta a
columnas de NTA-agarosa (Qiagen, Alemania) activada con Ni** para la purificacién (Hochuli et al., 1988) de las
proteinas de fusion y, mientras estaban inmovilizadas en la columna, para someterlas al procedimiento de
plegamiento ciclico segun se describié anteriormente en el documento WO 94/18227.

Se desgasificaron todos los tampones preparados para la cromatografia de liquidos a vacio antes de la adicion del
agente reductor y/o su uso.

Tras la aplicacion de los extractos de proteina brutos en la columna de Ni2+NTA-agarosa, se purifico la proteina de
fusion, AD1D4-GSS-110, de la mayoria de proteinas de coli y fago A mediante lavado con un volumen de columna
del tampo6n de carga seguido de cloruro de guanidinio 6 M, Tris-HCI 50 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM hasta que la
densidad 6ptica (DO) a 280 nm del eluido de la columna era estable.

Se replegaron las proteinas de fusion en la columna de Ni2+NTA-agarosa usando un perfil de control de gradiente
segun se describe en la tabla 1 y NaCl 0,5 M, Tris-HCI 50 mM pH 8 y glutation reducido/oxidado 2 mM/0,2 mM como
tampon Ay urea 8 M, NaCl 0,5 M, Tris-HCI 50 mM pH 8 y glutation reducido 3 mM como tampén B.

Tras completar el procedimiento de plegamiento ciclico se eluy6 la proteina de fusion AD1 D4-GSS-110 de las
columnas de Ni2+NTA-agarosa con un tampoén que contenia urea 8 M, NaCl 0,5 M, Tris-HCI 50 mM y EDTA 10 mM
pH 8.
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Se purificaron las proteinas de fusion AD1 D4-GSS-110 monoméricas de dimeros y multimeros de orden superior
mediante cromatografia de intercambio i6nico en S- y Q-Sepharose (Amersham Biosciences): se filtr6 en gel la
proteina de fusién, eluida mediante el tampon de elucién (aproximadamente un 80 % del material de proteinas de
fusién), en un tampdn que contenia urea 8 M, Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y NaCl 25 mM en Sephadex G-25 y se aplico
en la columna de intercambio i6nico S-Sepharose. La proteina no unida en las fracciones “que atraviesan” se
cargaron directamente en la columna Q-Sepharose. Se eluyeron proteinas de fusion AD1 D4-GSS-110 monoméricas
desde la columna Q-Sepharose con un gradiente lineal desde urea 8 M, NaCl 25 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8 hasta
urea 8 M, NaCl 300 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8 con respecto a volimenes de 10 columnas. La proteina de fusion
AD1D4-GSS-110 monomeérica eluyd al comienzo del gradiente, mientras que dimeros y multimeros de orden superior
eluyeron mas tarde. Se renaturalizaron fracciones que contenian la proteina de fusién monomérica y se trimerizaron
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mediante filtracion en gel en un tampon que contenia HEPES 10 mM pH 7,4 y NaCl 125 mM.

TABLA 3: Perfil de control de gradiente de tampdn

Etapa | Tiempo (min,) | Flujo (ml/min,) | Bomba A (%) | Bomba B (%)
1 0,0 2,00 100,0 0,0

2 45,0 2,00 100,0 0,0

3 46,0 2,00 0,0 100,0
4 52,0 2,00 0,0 100,0
5 60,0 2,00 100,0 0,0

6 105,0 2,00 100,0 0,0

7 106,0 2,00 4,0 96,0
8 113,0 2,00 4,0 96,0
9 120,0 2,00 100,0 0,0
10 165,0 2,00 100,0 0,0
11 166,0 2,00 6,0 94,0
12 172,0 2,00 6,0 94,0
13 180,0 2,00 100,0 0,0
14 225,0 2,00 100,0 0,0
15 226,0 2,00 8,0 92,0
16 232,0 2,00 8,0 92,0
17 240,0 2,00 100,0 0,0
18 285,0 2,00 100,0 0,0
19 286,0 2,00 10,0 90,0
20 292,0 2,00 10,0 90,0
21 300,0 2,00 100,0 0,0
22 345,0 2,00 100,0 0,0
23 346,0 2,00 12,0 88,0
24 352,0 2,00 12,0 88,0
25 360,0 2,00 100,0 0,0
26 405,0 2,00 100,0 0,0
27 406,0 2,00 14,0 86,0
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Etapa | Tiempo (min,) | Flujo (rrfﬁomnla)) Bomba A (%) | Bomba B (%)
28 412,0 2,00 14,0 86,0
29 420,0 2,00 100,0 0,0
30 465,0 2,00 100,0 0,0
31 466,0 2,00 16,0 84,0
32 472,0 2,00 16,0 84,0
33 480,0 2,00 100,0 0,0
34 525,0 2,00 100,0 0,0
35 526,0 2,00 18,0 82,0
36 532,0 2,00 18,0 82,0
37 540,0 2,00 100,0 0,0
38 585,0 2,00 100,0 0,0
39 586,0 2,00 20,0 80,0
40 592,0 2,00 20,0 80,0
41 600,0 2,00 100,0 0,0
42 645,0 2,00 100,0 0,0
43 646,0 2,00 22,0 78,0
44 652,0 2,00 22,0 78,0
45 660,0 2,00 100,0 0,0
46 705,0 2,00 100,0 0,0
47 706,0 2,00 24,0 76,0
48 713,0 2,00 24,0 76,0
49 720,0 2,00 100,0 0,0
50 765,0 2,00 100,0 0,0
51 766,0 2,00 25,0 75,0
52 772,0 2,00 25,0 75,0
53 780,0 2,00 100,0 0,0
54 825,0 2,00 100,0 0,0
55 826,0 2,00 25,0 75,0
56 832,0 2,00 25,0 75,0
57 840,0 2,00 100,0 0,0
58 885,0 2,00 100,0 0,0
59 886,0 2,00 25,0 75,0
60 892,0 2,00 25,0 75,0
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Etapa | Tiempo (min,) | Flujo (rr1(§?nn|:1)) Bomba A (%) | Bomba B (%)
61 900,0 2,00 100,0 0,0
62 945,0 2,00 100,0 0,0
63 946,0 2,00 25,0 75,0
64 952,0 2,00 25,0 75,0
65 960,0 2,00 100,0 0,0
66 1005,0 2,00 100,0 0,0
67 1006,0 2,00 30,0 70,0
68 1012,0 2,00 30,0 70,0
69 1020,0 2,00 100,0 0,0
70 1065,0 2,00 100,0 0,0
71 1066,0 2,00 30,0 70,0
72 1072,0 2,00 30,0 70,0
73 1080,0 2,00 100,0 0,0
74 1125,0 2,00 100,0 0,0
75 1126,0 2,00 35,0 65,0
76 1132,0 2,00 35,0 65,0
7 1140,0 2,00 100,0 0,0
78 1185,0 2,00 100,0 0,0
79 1186,0 2,00 40,0 60,0
80 1192,0 2,00 40,0 60,0
81 1200,0 2,00 100,0 0,0
82 1245,0 2,00 100,0 0,0
83 1246,0 2,00 50,0 50,0
84 1252,0 2,00 50,0 50,0
85 1260,0 2,00 100,0 0,0
86 1305,0 2,00 100,0 0,0
87 1306,0 2,00 60,0 40,0
88 1312,0 2,00 60,0 40,0
89 1319,0 2,00 100,0 0,0
90 1364,0 2,00 100,0 0,0
91 1365,0 2,00 60,0 40,0
92 1371,0 2,00 60,0 40,0
93 1378,0 2,00 100,0 0,0
94 1423,0 2,00 100,0 0,0
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Ejemplo 4
Actividad bioldgica del fragmento de TNFRII trimerizado AD1D4-GSS-110

Se midio la actividad bioldgica del fragmento de TNFRII trimerizado AD1D4-GSS-110 (producido segun se describid
en el ejemplo 3) en un ensayo de células L929 para determinar la inhibicion de la citotoxicidad mediada por TNF
alfa.

La linea de células de fibroblastos murinos L929 (ECACC n.°: 85011425) se us6 para medir la citotoxicidad mediada
por TNF alfa. Se mantuvieron las células en medio liquido RPMI 1640 (Biowhittaker, R.U.) complementado con FBS
al 10% y antibioticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml). Se colocaron en placas las células en placas
de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos (NUNC, Roskilde, Dinamarca) a 3 x 10° células/ml y 75 pl/pocillo de
medio RPMI 1640 completo y se cultivaron durante la noche a 37°C en CO; al 5%. Se incubé TNF alfa humano
recombinante (rhTNFa, RD Systems, R.U.) (1 ng/ml y 0,1 ng/ml) con diversas concentraciones (diluciones de 10
veces) del fragmento de receptor trimerizado (AD1D4-GSS-110) en medio RPMI 1640 completo complementado con
2 pg/ml de actinomicina D (Sigma) durante 1 h a 37°C en CO; al 5%. A continuacion, se afadieron 75 pl/pocillo de
las mezclas TNF-alfa/fragmento de receptor trimerizado al cultivo celular para la incubacién durante la noche a 37°C
en CO; al 5%. Se sometid a prueba por triplicado cada concentracion de la mezcla TNF-alfa/fragmento de receptor.
Se determind la proliferacion celular usando MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-di-fenil-tetrazolio) como
parte del kit de ensayo de la proliferacion celular no radiactivo CellTiter 96 (Promega). Para la preparacion de
reactivos suficientes para una placa de 96 pocillos que contiene células cultivadas en un volumen de 150 pl, se
afiadieron 3,0 ml de disoluciéon de MTS a 150 pl de PMS. Se afiadieron 30 pl/pocillo de la disolucion de MTS/PMS
combinada y se incubaron las placas durante 1-4 h a 37°C en CO; al 5% antes de registrar la absorbancia a 492 nhm
usando un lector de placas ELISA. Se incluyeron también en cada ensayo controles de TNF alfa con las células,
células solas y control de tampon.

El resultado del experimento se resume en la figura 4. El efecto citotéxico de TNF alfa se inhibi6 significativamente
en presencia de la concentracion maxima de AD1 D4-GSS-110 demostrando de ese modo la actividad biologica del
compuesto.

Ejemplo 5

Disefio, construccion y produccion de un agente de unién a TNF trimérico usando fragmentos de anticuerpo
D2E?7.

Se selecciona como agente de unién fragmentos de region variable de anticuerpo de cadena sencilla (scFv) del
anticuerpo humanizado D2E7 en la construccion de un polipéptido trimérico que puede unirse a TNF. El agente de
unién trimérico puede construirse amplificando los dominios VH y VL de D2E7, basandose en la secuencia dada a
conocer en el documento US 6.090.382.

Disefio y construccién de scFv de D2E7 trimérico con un ligador de Gly, Thr entre scFv N terminal y dominio de
trimerizacién C terminal

El vector de expresion pT7HEFXD2E7tripB se construye en dos etapas. La primera etapa es la construccion de
pT7H6FX (D2E7VH)tripB. Este vector se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y
Kpn | FX (D7E2VH) amplificado a partir de ADN que contiene la secuencia de D2E7 (con los cebadores
oligonucleotidicos FXVH (SEC ID N.°: 45) y VHBamKpn (SEC ID N.°: 46)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |,
pT7H6bktripB. La segunda etapa es la construccién de pT7H6FXD2E7tripB mediante ligacion del fragmento de ADN
restringido con BamH | y Kpn | G4SVL amplificado a partir de ADN que contiene la secuencia de D2E7 (con los
cebadores oligonucleotidicos G4SVL (SEC ID N.°: 47) y VLkpn (SEC ID N.°: 48)) en un vector cortado con BamH |y
Kpn |, pT7HE6FX(D2E7VH)tripB. La secuencia de nucleétidos de FXD2E7, se proporciona como SEC ID N.%:49.

Disefio y construccién de scFv de D2E7 trimérico con un ligador de Gly, Gly, Gly, Gly, Ser, Gly, Thr entre scFv N
terminal y dominio de trimerizacién C terminal

El vector de expresion pT7HE6FXD2E7G4StripB se construye en dos etapas. La primera etapa es la construccion de
pT7H6FX(D2E7VH)tripB mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y Kpn | FX(D7E2VH)
amplificado a partir de ADN que contiene la secuencia de D2E7 (con los cebadores oligonucleotidicos FXVH (SEC
ID N.°: 45) y VHBamKpn (SEC ID N.°% 46)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6bktripB. La segunda
etapa es la construccion de pT7H6FXD2E7tripB mediante ligacién del fragmento de ADN restringido con BamH | y
Kpn | G4SVL amplificado a partir de ADN que contiene la secuencia de D2E7 (con los cebadores oligonucleotidicos
G4SVL (SEC ID N.°: 47) y VLG4Skpn (SEC ID N.°: 50)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |,
pT7HEFX(D2E7VH)tripB. La secuencia de nuclettidos resultante de FXD2E7G4S, se proporciona como SEC ID
N.%:51.

Diseno y construccion de scFv de D2E7 trimérico con ligador de Gly, Ser entre el dominio de trimerizacién N terminal
y el scFv C terminal
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El vector de expresion pT76HFXTripAGSD2E7 se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
Bcl I'y Hind lll, amplificado a partir de pT7TH6FXD2E7G4StripB (con los cebadores oligonucleotidicos bclVH (SEC 1D
N.2:52) y VLhind (SEC ID: 53)) en un vector cortado con BamH | y Hind Ill, pT76HFXtripa (Lorentsen, RH. et al,
Biochem J.;347:83-87, 2000) usando procedimientos convencionales. La secuencia de nucle6tidos resultante de
GSD2E7, se proporciona como SEC ID N.°:54.

Disefio y construccién de scFv de D2E7 trimérico con ligador de Gly, Ser, Gly, Gly, Gly, Gly, Ser entre el dominio de
trimerizacién N terminal y el scFv C terminal

El vector de expresion pT76HFXTripAG4SD2E7 se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con Bcl | y Hind IIl, amplificado a partir de pT7HE6FXD2E7G4StripB (con los cebadores oligonucleotidicos bclG4SVH
(SEC ID N.°:55) y VLhind (SEC ID: 53)) en un vector cortado con BamH | y Hind Ill, pT76HFXtripa (Lorentsen, RH. et
al, Biochem J.;347: 83-87, 2000) usando procedimientos convencionales. La secuencia de nucle6tidos resultante de
G4SD2E7, se proporciona como SEC ID N.°:56.

Para preparar las proteinas de fusion anteriores HEFXD2E7tripB, HEFXD2E7G4StripB, HEFXTripAD2D7TripA y
H6FXxTripAG4SD2E7, se hacen crecer los plasmidos pT7H6FXD2E7tripB, pT7H6FXD2E7GA4StripB,
pT7HEFXTripAD2D7TripA y pT7H6FxTripAG4ASD2E7 a escala pequefia (1 litro; 2x medio TY, MgSO4 5 mM y 100 4
g de ampicilina) en células BL21 de E. coli, segun se describe por Studier et al. (1990). Se infectan a DE600 0,8
cultivos de crecimiento exponencial a 37°C con bacteriéfago lambda CE6 a una multiplicidad de aproximadamente 5.
Se hacen crecer los cultivos a 37°C durante otras tres horas y las células se recogen mediante centrifugacion. Se
resuspenden las células en 50 ml de NaCl 0,5 M, Tris-HCI 50 mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8. Se afiadi6 fenol (50 ml
ajustado a pH 8) a cada una y las mezclas se someten a sonicacion para extraer la proteina total. Tras la
clarificacion mediante centrifugacién (25 minutos a 10,000 g) se hacen precipitar las fracciones de proteina bruta
desde las fases de fenol mediante la adicion de 2,5 volimenes de etanol y centrifugacion. Se disuelven los
sedimentos de proteinas en un tampdén (15-25 ml) que contiene cloruro de guanidinio 6 M, Tris-HCI 50 mM pH 8 y
ditioeritriol 0,1 M. Tras la filtracidon en gel en Sephadex G-25 (Pharmacia, Suecia) en urea 8 M, NaCl 1 M, Tris-HCI 50
mM pH 8 y 2-mercaptoetanol 10 mM, se aplican las preparaciones de proteina bruta a columnas de NTA-agarosa
activada con Ni (volumen de columna de 75 ml) para la purificacién (Hochuli et al., 1988). Entonces se hace fluir el
tampon de lavado (HCI de guanidina 6 M, Tris-HClI 50 mM pH 8 y 2-mercaptoetanol 10 mM) a través de las
columnas hasta que se obtienen niveles iniciales estables.

Entonces se eluyen las proteinas de fusion practicamente puras aplicando un gradiente de pH a cada columna (1000
ml de gradiente in urea 8 M y 2-mercaptoetanol 10 mM obtenido mediante mezclado lineal (por volumen) de
disoluciones que contienen dihidrogenofosfato de sodio 50 mM (tampén de pH 5) y hidrogenofosfato de disodio 50
mM (tamp6n de pH 8).

En la preparacion para el replegamiento in vitro mediante el procedimiento de Thggersen et al. (documento WO
94/18227) se mezclan 20 mg de cada proteina de fusion purificada en suspensiones en “tampén B” de
replegamiento (descrito a continuacion) con alicuotas de suspensiones de matriz de NTA-agarosa activada con NiZ*
suficientes para generar columnas de aproximadamente 75 ml de volumen de lecho empaquetado. Cada proteina de
fusién se somete entonces al procedimiento de replegamiento iterativo segin se describe para el plasmindégeno
kringle 4 en el documento WO 94/18227, excepto que el replegamiento de las proteinas de fusién que contienen
scFv se lleva a cabo a 10°C usando un tampén que contiene NaCl 0,5 M, Tris-HCI 50 mM pH 8, glutation 2 mM y
glutatién oxidado 0,2 mM como “tampdn A” y un tampon que contiene urea 8 M, NaCl 1 M, Tris-HCI 50 mM pH 8 y
glutation 2 mM como “tampon B”.

Tras completar el procedimiento de replegamiento se lava cada columna con 300 ml de tampon que contiene NacCl
0,5 My Tris-HCI 50 mM pH 8 para separar por lavado el glutatién. La fraccién replegada de cada proteina se eluye
entonces desde la NTA-agarosa en EDTA 20 mM, NaCl 0,5 M y Tris-HCI 50 mM pH 8 hasta el tampén de elucién.
Tras la adicién de urea sélida para alcanzar una concentracion final de aproximadamente 8 M para cada muestra de
proteinas y la dilucion o didlisis para reducir las concentraciones de NaCl hasta por debajo de 5 mM, se realiza
entonces la purificacion final de cada producto de proteina de fusion plegada correctamente mediante cromatografia
de intercambio ionico (S-Sepharose, Pharmacia, columna de 1,6 (diametro interno) por 90 centimetros en un tampén
que contiene urea 8 M, Tris-HCI 5 mM (de una disolucion de reserva 1 M a pH 8) y acetato de sodio 25 mM (de una
disolucion de reserva 1 M a pH 5), eluida a 2 ml/min.). Tras dialisis frente a tampones acuosos (por ejemplo solucién
salina tamponada con fosfato) cada proteina de fusion pura y plegada correctamente se recupera en rendimientos
de 2-6 mg por litro de cultivo que se ha hecho crecer.

Ejemplo 6
Disefio y construccion de un agente de unioén a APRIL trimérico usando fragmentos de receptor TNFRSF13B

El receptor de APRIL, TNFRSF13B, se usa para la construccion de agentes de unién triméricos frente a la citocina
trimérica APRIL, y basadndose en el dominio de trimerizacion TripB derivado de tetranectina. El disefio y la clonacion
de tales agentes de union con diferentes ligadores se esquematiza a continuacion:

Clonaciéon de TNFRSF13B6
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El vector de expresion pT7H6FXTNFRS13B6tripB se construye en dos etapas. La primera etapa es construir
pPpT7HEFX?TNFSF13B mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y Kpn | FX?TNFRSF13B
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bgliiFX?TNFRSF13B (SEC ID
N.°: 57) y 2TNFRSF13Bkpn: (SEC ID N.%: 58)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, pT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. La segunda etapa es construir el vector de expresion final
pT7HEFXTNFRSF13B6tripB mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Kpn |, ?TNFRSF13B6
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos kpn?TNFSF13B (SEC ID N.°;
59) y ?TNFSF13B6kpn (SEC ID N.% 60)) en un vector cortado con Kpn |, pT7H6FX?TNFSF13B, usando
procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos resultante de FXTNFRSF13B6, se proporciona como
SEC ID N.°:61.

Clonaciéon de TNFRSF13B10

El vector de expresién pT7H6FXTNFRS13B10tripB se construye en dos etapas. La primera etapa es construir
pT7H6FX?TNFRSF13B mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y Kpn | FX?TNFRSF13B
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bgliFX?TNFRSF138 (SEC ID
N.°: 57) y ?TNFRSF13Bkpn (SEC ID N.° 58)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. La segunda etapa es construir el vector de expresion final
pT7H6FXTNFRSF13B10tripB mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Kpn |, ?TNFSF13B10
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos kpn?TNFSF13B (SEC ID N.°:
59) y ?TNFSF13B10kpn (SEC ID N.°: 62)) en un vector cortado con Kpn |, pT7H6FX?TNFRSF13B, usando
procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos resultante de FXTNFRSF13B10, se proporciona como
SEC ID N.°: 63.

Clonaciéon de TNFRSF13B20

El vector de expresién pT7H6FXTNFRS13B20tripB se construye en dos etapas. La primera etapa es construir
pT7H6FX?TNFRSF13B mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y Kpn | FX?TNFSF13B
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bgliiFX?TNFRSF13B (SEC ID
N.%: 57) y ?TNFRSF13Bkpn (SEC ID N.°: 58)) en un vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bktripB usando
procedimientos convencionales. La segunda etapa es construir el vector de expresion final
pT7H6FXTNFRSF13B20tripB mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Kpn |, ?TNFSF13B20
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos kpn?TNFRSF13B (SEC ID N.°:
59) y ?TNFRSF13B20kpn (SEC ID N.%: 64)) en un vector cortado con Kpn I, pT7TH6FX?TNFRSF13B, usando
procedimientos convencionales. La secuencia de nucledtidos resultante de FXTNFRSF13B20, se proporciona como
SEC ID N.°:65.

Clonaciéon de TNFRSF13B30

El vector de expresion pT7H6FXTNFRS13B30tripB se construye en dos etapas. La primera etapa es construir
pT7H6FX?TNFRSF13B mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y Kpn I, FX?TNFRSF13B
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula ésea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bgliiFX?TNFRSF13B (SEC ID
N.%: 57) y ?PTNFRSF13Bkpn (SEC ID N.°: 58)) en un vector cortado con BamH | y Kpn I, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. La segunda etapa es construir el vector de expresion final
pT7HEFXTNFRSF13B30tripB mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Kpn |, TNFRSF13B30
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos kpn?TNFRSF13B (SEC ID N.°:
59) y ?TNFRSF13B30kpn (SEC ID N.°: 66)) en un vector cortado con Kpn I, pT7H6FX?TNFRSF13B, usando
procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos resultante de FXTNFRSF13B30, se proporciona como
SEC ID N.°:67.

Clonaciéon de TNFRSF13B61

El vector de expresion pT7TH6FXTNFRS13B61tripB se construye en dos etapas. La primera etapa es construir
pT7H6FX?TNFRSF13B mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Bgl Il y Kpn |, FX?TNFRSF13B
amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bgliiFX?TNFRSF13B (SEC ID
N.°: 57) y ?TNFRSF13Bkpn (SEC ID N.% 58)) en un vector cortado con BamHI y Kpn I, PT7H6-bktripB, usando
procedimientos convencionales. La segunda etapa es construir el vector de expresion final
pT7H6FXTNFRSF13B61tripB mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con Kpn I, TNFRSF13B61
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amplificado a partir de ADNc, aislado de una mezcla de médula 6sea humana y leucocito humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7181-1 y 7182-1) (con los cebadores oligonucleotidicos kpn?TNFRSF13B (SEC ID N.°:
59) y ?TNFRSF13B61kpn (SEC ID N.°: 68)) en un vector cortado con Kpn I, pT7H6FX?TNFRSF13B, usando
procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos resultante de FXTNFRSF13B61, se proporciona como
SEC ID N.°:69.

Ejemplo 7

Disefio y construccién de un agente de unidon a TWEAK trimérico usando fragmentos de receptor TNFRSF
Fnl4

El receptor de TWEAK, TNFRSF Fnl4, se usa para la construccidon de un agente de unién trimérico frente a la
citocina trimérica TWEAK, y basandose en el dominio de trimerizacién TripB derivado de tetranectina. El disefio y la
clonacion del agente de union se esquematiza a continuacion:

El vector de expresion pT7H6FXFnl4tripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido con
BamH | y Kpn | FXFn14 amplificado a partir de ADNc, aislado de corazén humano (Clontech Laboratories, Inc n.° de
cat. 7121-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bamFn-rev (SEC ID N.°: 70) y FNkpn-fo (SEC ID N.%:71) en un
vector cortado con BamH | y Kpn |, PT7H6-bktripB, usando procedimientos convencionales. Un esquema de la
secuencia de nucleoétidos resultante de FXFn14, se proporciona como SEC ID N.°:72.

Ejemplo 8
Disefio y construccién de un agente de unién a BAFF trimérico usando fragmentos de receptor TNFRSF13C

El receptor de BAFF, TNFRSF13B, se usa para la construccion de un agente de unién trimérico frente a la
correspondiente citocina trimérica BAFF, y basandose en el dominio de trimerizacion TripB derivado de tetranectina.
El disefio y la clonacion del agente de union se esquematiza a continuacion:

Clonacion del fragmento TNFRSF13C trimérico

El vector de expresion pT7H6FXTNFSF13CtripB se construye mediante ligacion del fragmento de ADN restringido
con BamH | y Kpn I, FXTNFRSF13C amplificado a partir de ADNc, aislado de ganglio linfatico humano (Clontech
Laboratories, Inc n.° de cat. 7164-1) (con los cebadores oligonucleotidicos bam13C-rev (SEC ID N.°: 73) y 13Ckpn-fo
(SEC ID N.°:74) en un vector cortado con BamHI y Kpn |, PT7H6-bktripB, usando procedimientos convencionales.
Un esquema de la secuencia de nucleétidos resultante de FXTNFRSF13C, se proporciona como SEC ID N.°:75.

Ejemplo 9
Aislamiento y construccion de agentes de unién a CTLD trimerizados para TNF

La estructura de armazoén proteinico de dominios similar a lectina de tipo C (CTLD) de tetranectina (SEC ID N.°:96),
segun se dio a conocer anteriormente en el documento W0/0248189, se uso para el aislamiento y la construccion de
una unidad de union trimérica para la citocina trimérica TNF (TNF alfa). El disefio y la clonacion de las unidades de
unién se esquematiza a continuacion:

Construccion de bibliotecas y seleccién primaria

Se us6 la presentacion en fago para aislar agentes de unién a CTLD de TNF. Las bibliotecas de presentacion en
fago usadas se basaron en el formato de CTLD monovalente de tetranectina (SEC ID N.°:97). La biblioteca
combinatoria PhtCTLD-Ib003 (documento W0O/0248189, ejemplo 5) y una variante de esta biblioteca realizada
esencialmente como PhtCTLD-1b003, pero que incluye dos oligonucledtidos aleatorizados adicionales para el bucle
1: TN-lib3-tprev, aleatorizado en posiciones de residuos de aminoacidos 116-122 de tetranectina (SEC ID N.°:98) y
TN-lib2-tprev (SEC ID N.°: 99) y 2 oligonucleottidos adicionales para el bucle 4: TN-lib3-tpfo, aleatorizado en la
posicion 146-149 (SEC ID N.°:100) y TN-lib2-tpfo (SEC ID N.°:101) en la reaccidon de ensamblaje. Se realizaron dos
ciclos de seleccion usando aproximadamente 1 x 10" fagos como entrada y 10 pg/ml de TNF biotinilado en el primer
ciclo de barrido y 1 pg/ml en el segundo.

Se realizaron las selecciones tal como sigue: 20 pl de perlas paramagnéticas cubiertas con estreptavidina (Dynal) se
lavaron dos veces en 1 ml de PBS (PBS, 0,2 g de KCI, 0,2 g de KH2PO4, 8 g de NaCl, 1,44 g de Na;HPO,, 2H,0,
agua hasta 1 I, y ajustado a pH 7,4 con NaOH), y se bloquearon en leche en polvo desnatada al 3% durante una
hora a temperatura ambiente. Se mezclaron 250 pl de fago prebloqueado en leche en polvo desnatada al 3%/PBS
con 250 pl de TNF biotinilado soluble y se dejé incubar a 37°C durante 30 minutos. Tras el lavado de las perlas de
estreptavidina una vez en PBS, Tween 20 al 0,1 % y dos veces en PBS, se afadieron éstas a la reaccion para
capturar el fago unido a antigeno. Las perlas se lavaron de manera extensa con PBS, Tween 20 al 0,1 % y PBS, y
se eluyeron los fagos unidos a antigeno de las perlas con 200 pl de ditiotreitol 50 mM durante 30 min. a temperatura
ambiente. Se reinfectaron los fagos eluidos en células TG1 de E. coli de crecimiento exponencial, antes de la
colocacion en placa y la titulacion en placas de agar 2xTY que contienen glucosa al 2% y ampicilina 0,1 mg/ml.
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La seleccion de clones individuales a partir de poblaciones seleccionadas mediante el analisis de union a TNF alfa
en ELISA se realizd esencialmente segin se describe en el documento W0/0248189, excepto que el antigeno
usado para cubrir en ELISA era TNF 5 pg/ml.

Se aisl6 un agente de unién a TNF alfa especifico, denominado TN3-2, del segundo ciclo de seleccién (tabla 4).

Construcciéon de bibliotecas secundarias y seleccién dirigida por afinidad

Se investigo si la afinidad por TNF de TN3-2 podia mejorarse introduciendo una nueva variacién de secuencia para
TN3-2. Para la construccion de una biblioteca de mutantes de TN3-2, se us6 el clon TN3-2 como molde y se sometid
a nueva aleatorizacion en bucle 4 usando los oligonucleétidos TN-lib2-tpfo (SEC ID N.°:101) y TN-lib3-tpfo (SEC ID
N.°: 100) (biblioteca TN3-2 loop4r). La construccion de bibliotecas se realiz6 esencialmente seglin se describe en el
documento W0O/0248189.

La biblioteca TN3-2loop4r se us6 en 3 ciclos de seleccion dirigida por afinidad con concentraciones en disminucion
de TNF biotinilado (de 100 ng/ml a 0,1 ng/ml). Se realiz6 la seleccién segun se describio anteriormente. Se realiz6 la
seleccion de clones positivos segln se describié anteriormente.

Resultados

La secuencia del clon parental TN3-2 era diferente de tetranectina en el bucle 1 (aminoacidos de tetranectina n.*

116-122) y en el bucle 4 (aminoacidos de tetranectina n.°® 146-149). Tras tres ciclos de seleccion dirigida por
afinidad en la biblioteca TN3-2loop4r, se identificaron clones positivos mediante analisis ELISA, y se mostré que 45
de 48 clones se unian a TNF alfa. Las secuencias del bucle 1 y bucle 4 de una seleccion de los clones de unién a
TNF alfa identificados junto con sus correspondientes SEC ID N.°® se muestran en la tabla 4 (TN3-2-B, TN3-2-C,
TN3-2-D).

TABLA 4: secuencias de aminoacidos en el bucle 1y bucle 4 del clon parental TN3-2 y tres clones madurados por
afinidad aislados de la biblioteca TN3-2loop4r

Clon SEC ID Secuencia de bucle 1 | Secuencia de bucle 4 | Otras mutaciones ®
Tetranectina | SEC ID N.°.96 | DMAAEGT GGKT

TN3-2 SEC ID N.2:102 | KVRSRYF PRHT V124 a M

TN3-2-B SEC ID N.2:103 | KVRSRYF PTNN V124 a M, D165 a G
TN3-2-C SEC ID N.°:104 | KVRSRYF PTNR

TN3-2-D SEC ID N.°:105 | KVRSRYF PNNR V124 al, D165 a G
*Mutaciones fuera de la secuencia de bucle 4 en tetranectina

Ejemplo 10
Mediciones de afinidad de agentes de unién a CTLD trimerizados para TNF

Los insertos de ADN que codifican los agentes de unién a CTLD de TNF alfa monoméricos aislados segin se
describié en el ejemplo 7 se subclonaron en el vector de expresion pBAD de E. coli (Invitrogen Corp., EE.UU.). los
agentes de unién a TNF alfa monoméricos recombinantes se expresaron en E. coli y se purificaron del periplasma
segun las instrucciones de los fabricantes. Se dializaron los monémeros purificados en Tris pH 10 mM 8,0, NaCl 150
mM, CacCl; 2 mM antes del analisis en BiaCore.

Con el fin de expresar el formato trimérico de los agentes de uniéon a TNF alfa, se escindieron insertos de ADN
apropiados que codifican los agentes de unién a TNF alfa (del ejemplo 7) con las endonucleasas de restriccién Bgl Il
y Mun |, y se subclon6 el fragmento de ADN que contenia el bucle 1 y 4 en el ADN pT7H6FX-htlec de E. coli
restringido con Bgl Il y Mun | (segun se esquematiza en el documento WO 02/48189, ejemplo 1y figura 5).

Los agentes de union a TNF alfa triméricos recombinantes se expresaron en E. coli y se realizé la purificacion de los
derivados de proteina de fusion no plegada esencialmente segin se describe en el documento WO 94/18227,
ejemplo 9.

Brevemente, se realizé el replegamiento de los agentes de uniéon a TNF alfa cargando las proteinas de fusion en
columnas de acido nitrilotriacético (NTA) cargadas con Ni** en urea 8 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, 2-
mercaptoetanol 5 mM. Tras cargarse, las columnas se sometieron a un procedimiento de replegamiento ciclico. Los
tampones de replegamiento usados fueron: tampon A de renaturalizacion (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM,
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CaCl; 2 mM, glutation reducido 2 mM y glutation oxidado 0,2 mM) y tampon B de desnaturalizacion (urea 8 M, Tris-
HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, CaCl, 2 mM, glutatién reducido 3 mM). Se eluyeron las proteinas de fusion
replegadas de las columnas en Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, EDTA 10 mM y se escindieron las proteinas
de fusién con factor de coagulacién de sangre bovina Xa (Protein Engineering Technology, Aarhus, Dinamarca) a
1:100 (p/p) a 4°C durante la noche. Las proteinas escindidas se llevaron en urea 8 M, tampdn de acetato de sodio 25
mM (pH 5), NaCl 50 mM, tampén Tris-HCI 1 mM mediante filtracion en gel en Sephadex G25 y se cargaron en
columnas de 10 ml de SP-Sepharose (Amersham Biosciences) y se eluyeron en gradiente desde NaCl 50 mM hasta
500 M con respecto a 20 volimenes de columna. Se combinaron las fracciones que contenian proteina escindida y
monomeérica, segun se evalla mediante analisis SDS/PAGE no reductor y se intercambio el tampén por Tris 10 mM
pH 8,0, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM mediante filtracion en gel en columnas PD10 (Amersham Biosciences).

Se realizd el analisis de union de resonancia de plasmon superficial (SPR) en un instrumento BlAcore 3000
(BiaCore, Suecia). Se disolvio el anticuerpo de captura de TNF alfa (AHC3712, Biosource International) que va a
inmovilizarse en acetato de Na 10 mM pH 5,0 y entonces se inmovilizé en un chip sensor CM5 BiaCore usando el kit
Amine Coupling (BiaCore, Suecia).

Se realiz6 el andlisis de unién a una velocidad de flujo de 5 pl/min. Antes de la carga de la muestra de proteinas, se
equilibré el chip en Tris 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM, EDTA 50 uM y tensioactivo P20 al 0,005%. Se
disolvié TNF alfa en Tris 10 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, CaCl, a mM a 10 pg/ml y se inyectaron 10 ul. Se inyectaron
alicuotas (20 ul) de agentes de union a TNF alfa en el formato monomérico o trimérico usando la opcién KINJECT.
Se dejaron cinco min. de disociaciéon antes de que se generara el chip con glicina 10 mM pH 2,5. Se someti6 a
prueba la unién de los agentes de unién a TNF alfa en seis concentraciones de proteinas diferentes, oscilando entre
1 nMy 200 nM. Se evaluaron los datos de unién usando el programa BlAevaluation version 3.2 (BiaCore).

La tabla 5 muestra los valores cinéticos derivados de los datos de BiaCore. El efecto de avidez de la trimerizacion de
los agentes de unidn a TNF alfa TN3-2-B, TN3-2-C, TN3-2-D se observa a partir del aumento de veces de la afinidad
que se mueve desde los agentes de unibn monoméricos hasta los correspondientes agentes de union triméricos
(TN-2-B, TN-2-C y TN-2-D).

TABLA 5

Clon SECID Kon MTs™* | kot ™ Kp Aumento de veces
TN-2-B (trimérico) SEC ID N.%:106 | 3,02x10° | 7,36 x 10 ~ | 0,24 nM | 304

TN3-2-B (monomérico) | SEC ID N.%:103 | 1,4 x 10’ 0,923 73 nM n.d.

TN-2-D (trimérico) SEC ID N.%107 | 5,06 x 10° | 2,07x10° |[4,1nM |12

TN3-2-D (monomérico) | SEC ID N.°:105 | 3,64 x 10° | 0,0185 50 nM n.d.

TN-2-C (trimérico) SEC ID N.%:108 | 8,84 x 10° | 3,53 x 10~ 4 nM 37

TN3-2-C (monomérico) | SEC ID N.%:104 | 1,34 x 10° | 0,022 150 nM | n.d.

Mediante la trimerizacion de los agentes de unién a TNF alfa se obtiene un aumento significativo de la afinidad (Kp).
Por ejemplo, TN3-2-B monomérico tiene un valor de ke muy bajo. Por el contario a esto, la versién trimérica del
mismo agente de unién a CTLD (TN-2-B), tiene un valor de ko que estd mejorado en mas de 1000 veces. En
general puede observarse que las constantes de disociacién estan mejoradas varias veces mediante la
trimerizacion. Ademas, el clon parental poco afin TN3-2 del ejemplo 7 podia medirse s6lo en BiaCore en su forma
trimérica, ya que el monémero tenia una afinidad por debajo del limite de deteccion.

Referencias
Studier y Moffat (1986), Journal de Molecular Biology 189: 113-130.
Hochuli, E., Bannwarth, W., D6beli, H., Gentz, R. y Stuber, D. (1988), Bio/Technology 6:1321-1325.
Lorentsen, RH. et al. (2000) Biochemical Journal 347:83-87.
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<160> 109

<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ctgccatgcg gecgcecttca gggagaccgt ctg 33
<210>2

<211> 58

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

gtgaccaggc ccagccggcc atgtaagtag ctaaggtacc gagccaccaa cccagaag 58
<210> 3

<211> 197

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

ggcccagooyg gecatgtaag tagctaagygt accgagecac caacccagaa goocaagaag
attgtaaatyg ccaagaaaga tgttgtgaac acaaagatgt ttgaggagct caagagccgb
ctggacacce tggoccagga ggtggcococtg ctgaaggage agcaggccct gecagacggtco
tcocetgaagy cggeege

<210> 4

<211> 62

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

gtgaccagge ccagccggce atgtaagtag ctaaggtace attgtaaatg c¢caagaaaga

tyg

<210>5

<211> 170

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

26
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ggcccagecg gecatgtaag tagetaaggt accattgtaa atgccaagaa agatgttgtg 60
aacacaaaga tgtttgagga gctcaagage cgictggaca cectggeocca ggagghtggee 120
ctgetgaagg agcageagge cctgocagacyg gtctooctga aggeggcege 170
<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

ctgccataag cttacttcag ggagaccgtc tg
<210>7

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

32

gtgaccagga tccatgtaag tagctaaggt accgagccac caacccagaa g 51

<210> 8

<211> 191

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

ggatccatgt aagtagctaa ctgcaggtyga gcocaccaage cagaagcoccca agaagattgt

aaatgccaag aaagatgttg tgaacacaaa gatgtttgag gagctcaaga gecgtotgga

caccectgygec caggaggtgg cocctgotgaa ggagcagcag geocctgcaga cggtctocect

gaagtaaget t

<210>9

<211> 55

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9

gtgaccagga tccatgtaag tagctaaggt accattgtaa atgccaagaa agatg

<210> 10

<211> 162

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

27
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ggatccatgt aagtagctaa ggtaccattg taaatgecaa gaaagatgtt gtgaacacaa

agatgttitga ggagcetcaag agccgtctgg acacoctggc ccaggaggtyg gooctgetga

aggagcagcea ggccctgeag acggtcteoee tgaagtaage th

<210>11
<211>44

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

gtgaccaggc ccagccggcec atggccggga gecacatgecg gcte 44

<210>12
<211> 34
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

cgtgctgggt accggtgcag atgcggttct gttc 34

<210> 13
<211> 274

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

ggcocagccyg
tcagatgtgc
ctcggacacce
teccgagtge

cactcgggaa

<210> 14
<211> 39

<212> ADN

gocatggecy
tygcagcaagt
gtgtgtgact
ttgagctgtg

cagaaccgca

<213> Homo sapiens

<400> 14

ggagcacatg
gctegeeggy
cergtgagga
gcteccgetg

tctgcaccgyg

cgtgctgggt accgggcecta geggtgeaga tgeggttct

<210> 15
<211> 283

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ccggctcaga gaatactatg accagacage
ccaacatgca aaagtcttet gtaccaagac
cagcacatac acccagctet ggaactgggt
tagctctgac caggtggaaa ctcaagectg

tace

39

28

60
120

162

60
120
180
240
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<400> 15

ggcccagecy
tcagatgtygc
ctcggacacc
tecegagtge

cactcgggaa

gccatggccg
tgcagcaagt
gtgtgtgact
ttgagctgtg

cagaaccgca

<210> 16

<211>31

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 16

cgtgctgggt accecgegeag taccageegg g

<210> 17

<211> 298

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
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ggagcacatg
getcgeegygg
cctgtgagga
getoocogoty

tetgeaccge

31

ccggctcaga
ccaacatgea
cagcacatac
tagctctgac

taggcceggt

gaatactatg accagacagce
aaagtcttct gtaccaagac
acccagetcect ggaactgggt
caggtggaaa ctcaagcectg

ace

ggcecagecy gocatggecg ggagcacatg ccggcetcaga gaatactatg accagacage

tcagatgtge
ctecggacace
tcecegagtge

cactcgggaa
<210> 18

<211>29
<212> ADN

tgcagcaagt gctcgccggyg
gtgtgtgact cctgtgagga
ttgagctgtyg getcecgetg

cagaaccgca tctgeacctyg

<213> Homo sapiens

<400> 18

cgtgctgggt accctectge ttgctcage

<210> 19
<211> 316
<212> ADN

29

<213> Homo sapiens

<400> 19

ccaacatgca
cagcacatac
tagctctgac

caggcccegge

29

aaagtcttcet gtaccaagac
acccagctct ggaactgggt
caggtggaaa ctcaagcctg

tggtactgey cgggtace

60
120
180
240
283
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ggcceagecg
fragatgtge
ctcggacacc
tceceogagtge
cactegggaa
geaggagyggg
<210> 20

<211> 44

<212> ADN

gccatggeceyg
tgcagcaagt
gtgtgtgact
ttgagctgtg
cagaaccgcea

ggtacc

<213> Homo sapiens

<400> 20

cgtgctgggt acctgecagec ageecgagecce cetectgett gete

<210>21
<211> 331

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
ggcccagecg
tcagatgtge
ctoggacace
tceegagtge
cactcgggaa
gcaggagggyg
<210> 22
<211>31

<212> ADN

gecatggecoy
tgcagcaagt
gtgtgtgact
ttgagctgtg
cagaaccgea

gcteggetgg

<213> Homo sapiens

<400> 22

cgtgctgggt accggacgtg gacgtgcaga ¢

<210> 23
<211> 529

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
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ggagcacatg
getegeegyyg
cctgtgagga
geteceogetyg

tctgcacctyg

ggagcacatg
gctegeeyggy
cctgtgagga
gctcocgety
tctgcacctyg

ctgcaggtac

31

ceggetecaga gaatactatg accagacage

ccaacatgca
cagcacatac
tagctetgac

caggcccggc

44

aaagtcttct
acecagetcet
caggtggaaa

tggtactgey

ccggetecaga gaatactatg

ccaacatgea aaagtcttet

cagcacatac acccagetct

tagctctgae caggtggaaa

caggcccgge tggtactgeg

o4

30

gtaccaagac
ggaactgggt
ctcaagectyg

cgctgagcaa

accagacage
gtaccaagac
ggaactgggt
ctcaagectg

cgetgagceaa

60
120
180
240
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ggcecagecg
tcagatgtge
ctcggacace
tcccocgagtge
cactcgggaa
gcaggagggg
cagaccagga
caacacgact

ccctgggaat

gecatggcecg
tgcagcaagt
gtgtgtgact
ttgagetgtg
cagaaccgca
tgecoggetgt
acktgaaacat

tcatccacgg

gcaagcaggg

<210> 24

<211> 44

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 24
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ggagcacatyg
gctcgccggg
cctgtgagga
gcteeegetyg
tctgcacctg
gcgcgecget
cagacgtggt
atatttgcag

atgcagtetyg

ccggctcaga
ccaacatgca
cagcacatac
tagctctgac
caggeccggc
gcgcaagtygce
gtgcaaggcece
gcccocaccayg

cacgtccacyg

gtgaccaggc ccagccggcec atggecgact cctgtgagga cage 44

<210> 25

<211> 157

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 25

gaatactatg
aaagtcttet
acccagetet
caggtggaaa
tggtactgcg
cgccogggcet
tgtgcecccgg
atetgtaacyg

tceggtace

accagacagc
gtaccaagac
ggaactgggt
ctcaagectg
cgctgagcaa
tcggecgtagge
ggacgttctce

tggtggecat

ggcccagecg gecatggoeg actcctgtga ggacageaca tacacccage tctggaactg

gattcecgag tgettgaget gtggectcccg ctghtagetct gaccaggbgg aaactcaagco

ctgcactcgyg gaacagaacc geatcetgeac cggtacc

<210> 26

<211> 166

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

ggoccagecy gecatggecyg actcoctgtga ggacageaca tacacccagce tctggaactg

ggttcoccgag tgcettgaget gtggetcceg ctgtagetct gaccaggigg aaactcaage

ctgcactcgg gaacagaacce gcecatctgcac cgctaggeccce ggtace

<210> 27
<211>182
<212> ADN

<213> Homo sapiens

31

60
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180
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60
120
157

60
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166
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<400> 27
ggcoecagecyg gecatggect gactectgtg aggacageac atacaccocag ctotggaact
gggttcecga gtgettgage tgtggetccc gotgtagebe tgaccaggtyg gaaactcaag
cctgeactcg ggaacagaac cgcatctgca cctgcaggeoe cggetggtac tgogegggta

cC

<210> 28

<211> 199

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

ggcccagoeeg gecatggoecg actcctgtga ggacageaca tacacccage botggaactg
ggttccocgag tgottgaget gtggetccocg ctgtagetcet gaccaggtgg aaactcaagce
ctgcactcgg gaacagaace geatctgcac ctgcaggocce ggctggtact gegogetgag

caagcaggay gggaggtacce

<210> 29

<211>214

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
ggcccagcecyg gocatggecg actcoctgtga ggacagcaca tacacccadc tctggaactg
ggttecegag tgettgaget gbtggectcceg ctgtagetcoet gaccaggtgyg aaactcaagce
ctgcacteogg gaacagaace gecatctgecac ctgcaggccco ggctggtact gogegetgag

caagcaggag ggggctcgge tggctgcagg tacc

<210> 30

<211> 412

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

32

60
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180
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ggcccagecy
ggttccecgag
ctgcactcgg
caagcaggayg

ggccagacca

gccatggecyg
tgcttgaget
gaacagaacc
gggtgccggce

ggaactgaaa

ctocaacacyg acttcatcca

catccctggg aatgcaagea

<210> 31

<211>41

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 31
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actcectgtga
gtggcktcocey
geatcogeac
tgtgegegcee
catcagacgt
cggatatttg

gggatgcagt

gccagggatc catcgagggt agggggagca catgeceggct ¢

<210> 32
<211>278

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 32
gccagggatc catcgagggt
cagctcagat gtgctgcecagce
agacctcgga caccgtgtgt
gggttcoccga gtgotigage

cctgcactcy ggaacagaac

<210> 33

<211> 287

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 33

gecagggate catcgagggt

cagctcagat gtgctgcage
agacctogga caccgtgtgt
gggttcccga gtgcttgagce

cctgcacteg ggaacagaac

<210> 34

agggggagca
aagtgctcge
gactcectgltyg
tgtggctccce

cgcatctgca

agggggagca
aagtgectecgce
gactcetgty
tgtggctcce

cgeatctgca

ggacagcaca
ctgtagectct
ctgcaggcec
gctgegcaad
ggtgtgcaag
caggccocac

ctgcacgtcc

41

catgcoggot
cgggccaaca
aggacagcac
gctgtagete

ccggtacc

catgocegget
cgggccaaca
aggacagcac
gctgtagetce

ccgetaggee

33

tacacccage
gaccaggtag
ggctggtact
tgccgoecgy
ccctgtgece
cagatctgta

acgtccggta

cagagaatac
tgcaaaagtg
atacacccag

tgaccaggtg

cagagaatac
tgcaaaagtgc
atacaceccag
tgaccaggtg

cggtace

tctggaactyg
aaactcaagc
gegegetgag
gettoggeogt
cggggacgt.t
acgtggtggce

cc

tatgaccaga
ttctgtacca
ctctggaact

gaaactcaaqg

tatgaccaga
ttctgtaccea
ctetggaact

gaaactcaag

60
120
180
249
300
360
412

60
120
180
240
278

60
120
180
240
287
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<211> 302
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34

gecagggatce
cagctcagat
agacctogga
gggttcccga
ccbgcacteg

cc

<210> 35
<211> 320
<212> ADN

catcgagggt
gtgctgcage
cacegtgtgt
gtgcttgagce

ggaacagaac

<213> Homo sapiens

<400> 35

gccagggatc
cagctcagat
agacctcgga
gggttccecga
cctgeacteyg

gcaagcagga

<210> 36
<211> 335

<212> ADN

catcgagggt
gtgctgeage
caccgtgtgt
gtgcttgage
ggaacagaac

ggggggtacc

<213> Homo sapiens

<400> 36
gccagggatc
cagctcagat
agacctcgga
goggttcocga
cctgeacteg

gcaagcagga

<210> 37

<211> 533

catcgagggt
gtgctgcage
caccgrLghgt
gtgecttgage
ggaacagaac

gggggctcgg
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aggggaagca
aagtgctoge
gactectgtg
tgtggctece

cgeatctgea

agggggagca
aagtgctcygc
gactectgtg
tgtggctcecc

cgcatctgea

agggggagcea
aagtgctcge
gactceoctgtg
tgtggetecce
cgcatctgca

ctggecbgcag

catgccgget
cgggccaaca
aggacagcac
gctgtagetc

cctgecaggec

catgcegget
cgggccaaca
aggacagceac
gctgtagetco

cctygcaggee

catgccgygct
cgggccaaca
aggacagcac
getgtagete
ccktgeoaggee

gtacc

34

cagagaatac
tgcaaaagtc
atacacccag
tgaccaggty

cggctggtac

cagagaatac
tgcaaaagtc
atacacccag
tgaccaggtyg

cggctggtac

cagagaatac
tgcaaaagkte
atacacecag
tgaccaggtg

cggctggtac

tatgaccaga
ttetgtaceca
ctctggaact
gaaactcaag

tgocgegggta

tatgaccaga
ttctgtacca
ctectggaact
gaaactcaag

tgegegetga

tatgaccaga
ttectgtacca
ctctggaact
gaaactcaag

tgegegetga

60
120
180
240
300

302

60
i20
180
240
300
320

60
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180
240
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335
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37

gccagggatc
cagctcagat
agacctcgga
gggttcccga
cctgecacteyg
gcaagcagga
tggccagace
tctecaacac

cecatcoergy

<210> 38
<211>44
<212> ADN

catcgagggt
gtgetgeage
caccgtgtgt
gtgcttgage
ggaacagaac
ggggtgeegg
aggaactgaa
gacttcatce

gaatgcaage

<213> Homo sapiens

<400> 38
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agggggagea
aagtgctege
gactcctgtg
tgtggctccc
cgcatctgea
ctgtgegege
acatcagacg
acggatattt

agggatgcag

catgccggcet
cgggccaaca
aggacagcac
gectbgtagetce
cctgecaggcece
cgetgogeaa
tggtgtgcaa
geaggeecca

tctgcacgtc

gccagggatc catcgagggt aggggcegact cctgtgagga cage 44

<210> 39
<211> 159
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

cagagaatac
tgcaaaagtc
atacacccag
tgaccaggtg
cggectggtac
gtgoocgeccg
gooctgtgee
ccagatctgt

cacgtceeggt

tatgaccaga
ttctgtacca
ctctggaact
gaaactcaag
tgcgegetga
ggctteggeg
ccggggacgt
aacgtggtgg

acc

ggatccatcg agggtagggg cgactcctgt gaggacagca catacaccca getctggaac

tgggttececcg agtgcttgag ctgtggetee cgctgtaget ctgaccaggt ggaaactcaa

geotgcacte gggaacagaa ccgcatctge accggtacc

<210> 40
<211> 168

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

ggatccateg agggtagggg cgactcetgt gaggacagca catacaccca getotggaac

tgggttecey agtgcttgag ctgtggetee cgetgtaget ctgaccaggt ggaaactcaa

gcctgcactec gggaacagaa ccogcatetge accgcetagge c¢cggtace

35

60
120
180
240
300
360
420
480

533

60
120
159

60
120
168



10

15

20

ES 2367749 T3

<210> 41

<211>183

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41

ggatccatcg agggtagggg cgactccoctgt gaggacagca catacaccca gcotcectggaac
tgggtteocy agtgctitgag ctgtggoetec cgcetgtaget ctgaccaggt ggaaactcaa
gecctgeacte ggogaacagaa ccgcatctge acctgcaggc cceyggctggta ctgegogggt

acc

<210> 42

<211> 201

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42

ggatccatcyg agggtagggy cgactcctgt gaggacagca catacaccca gcectctggaac
tgggttcccg agtgettgag ctgtggctce cgcectgtaget ctgaccaggt ggaaactcaa
gcctgcactc gggaacagaa ccgcatctge acctgcaggce ccggcectggta ctgogegetyg

agcaagcagg aggagggtac ¢

<210> 43

<211> 216

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43

ggatccatcyg agggtagggg cgactcctgt gaggacagca catacaccca gcetctggaac
tgggttccoceg agtgcttgag ctgtggctcc cgoctgtaget ctgaccaggt ggaaactcaa

gecktgecacte gggaacagaa c¢cogecatctge acctgecagge coggetggta ctgegegcetg

agcaagcagg agggggctcg gotggotgea ggtace

<210> 44

<211> 414

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

36

60
120
180
183

60
120
180
201

60
120
180

216



10

15

20

25

ggatccatcg
tgggttcecyg
geetgeacte
agcaagcagy
gbggcecagac
ttctocaaca

gecateocty

agggtagggyg
agtgcttgag
gggaacagaa
aggggtgecg
caggaactga
cgagtitcatc

ggaatgoaag

ES 2367749 T3

cgactcctgt
ctgtggetec
cegcatctge
gctgtgegeg
aacatcagac
cacggatatt

cagggatgcea

<210> 45

<211>41

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

gccagagatc tatcgagggt agggaggtgce agctggtgga g
<210> 46

<211> 59

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

gaggacagcea
cgeckbgtagct
acctgoaggce
ccgctgegea
gtggtgtgca
tgcaggccec

gtetgceacgt

41

catacaccca
ctgaccaggt
ccggetggta
agtgceogeea
agccctbtgtge
accagatetyg

ccacgoocgg

ctggtcggta ccggatecge cgeccaccact cgagacggtg accagagtac cttggecce 59

<210> 47

<211> 62

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 47

gctctggaac
ggaaactcaa
ctgogegety
gggettcogge
cccggggacy
taacgtggty

tacc

gcaggcggat cogggggagyg aggtagtyge ggtggtggat cagacatcca gatgacccag

L

<210> 48

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

ccgagcggta cctttgattt ccaccttggt ccc 33
<210> 49

<211> 754

37

60
120
180
240
100
360
414

60
62



10

15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49
agétctatég
ggcaggitccc
cactgggtcce
agtggtcaca
gccaagaact
tactgtgcga
accetggtca
tggatcagac
agtcaccatce
aaaaccaggyg
ceeatetegg
acagcctgaa

tggcecagggy

<210> 50
<211> 48

<212> ADN

agggtaggga
tgagactcte
ggcaagctceg
tagactatgc
ccectgtatct
aagtctogta
cegteteogag
atccagatga
acttgtcggg
aaagococcta
ttcagtggca
gatgttgcaa

accaaggtgg

<213> Homo sapiens

<400> 50

ES 2367749 T3

ggtgcagctg
ctgtgcggec
agggaagggc
ggactctgtg
gcaaatgaac
cottagcacae
tggtggcggc
cccagtetee
caagtcaggg
agctectgat
gtggatctgy
cttattactg

aaatcaaagg

gtggagtetg
tctggattca
ctggaatggg
gagggecgat
agtctgagag
gegtectecee
gggatcoggyg
atccteectyg
catcagaaat
ctatgetgea
gacagatttc
t.caaaggtat

tacc

ccgagcggta ccagatccac cgeccccttt gatttccace ttggtece 48

<210>51
<211> 769

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

38

ggggaggctt
cctttgatga
tctcagetat
tcaccatctce
ctgaggatac
ttgactattg
ggaggaggta
tctgcatctg
tacttagect
tocactttge
actctcacca

aaccgtgcac

ggtacagccc
ttatgccatg
cacttggaat
cagagacaac
ggcegtatat
gggccaaggt
gtggcagtgg
taggggacag
ggtatcagca
aatcaggggt
tcagcagect

cgtatacttt

60
12¢
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
754



10

15

agatctateg
ggcaggrecce
cactgggtoc
agtggtcaca
gccaagaact
tactgtgcega
accctggtea
tggatcagac
agtecaccatc
aaaaccaggqg
cccatctegyg

acagcctgaa

tggccagggyg

<210> 52

<211> 29
<212> ADN

agggtaggga
tgagactete
ggcaagetcs
tagactatgc
ccctgratcee
aagtctcgta
cegtetegag
atccagatga
acttgtcggg
aaagececta
ttcagtggca

gatgttgcaa

accaaggtgg

<213> Homo sapiens

<400> 52

ES 2367749 T3

ggtgcagctyg
ctgtgeggec
agggaagggc
ggactctgtg
gcadatgaac
ccttagecacc
tggtggegge
cccagtcteg
caagtcaggg
agctoctgat
gtggatctgg

cttattactg

aaatcaaagg

gccagtgatc agaggtgcag ctggtggag 29

<210> 53
<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53

cctcgaagct tatttgattt ccaccttggt ccc 33

<210> 54
<211> 743

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

gtggagtctg
tetggattea
ctggaatggg
gagggecegat
agtctgagag
gogtocctecee
gggatcocggyg
atcctoccetyg
catcagaaat
ctatgctgeca
gacagatttc

tcaaaggtat

ggggaggcte
coctttgatga
tctcagetat
tcaccatcte
ctgaggatac
ttgactattg
ggaggaggta
tctgcatctyg
tacttagect
tccactttge
actctecacca

aaccgtgcac

gggcggtgga tctggtacce

39

ggtacagecec
ttatgccatg
cacttggaat
cagagacaac
ggccgtatat
gggccaaggt
gtggcggtygyg
taggggacag
ggtatcagca
aatcaggggt
tcagcagccet

cgtatacttet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

769



10

tgatcagagyg
agactctect
caagctccag
gactatgegg
ctgtatctgc
gtcteogtace
gtctcgagtyg
ccagatgacc
ttgtcgggea
agccectaag
cagtggcagt
tgttgcaact
caaggtggaa
<210> 55

<211> 44

<212> ADN

tgcagetggt
gtgeggecteo
ggaagggcct
actctgtgga
aaatgaacag
ttagcaccge
gtggcggcgy
cagtctecat
agtcagggca
ctcocctgatcot
ggatctggga
tattactgtc

atcaaataag

<213> Homo sapiens

<400> 55

ES 2367749 T3

ggagtctggg
tggattcacc
ggaatgggtc
gggccgattc
tctgagaget
gtectooott
gatccggygygyg
cctecctgte
tcagaaatta
atgctgcatc
cagatttcac
aaaggtataa

ctt

ggaggcttgyg
tttgatgatt
tcagctatca
accatcteca
gaggatacgg
gactattggg
aggaggtagt
tgcatctgta
cttageetgg
cacttctgcaa
tctcaccate

ccgtgcacceg

gccagtgatc aggaggtggc gggtctgagg tgcagctggt ggag 44

<210> 56
<211> 758
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56

40

tacagecegg
atgceccatgeca
cttggaatag
gagacaacgc
cogtatatta
gccaaggtac
ggcggtggtyg
ggggacagag
tatcagcaaa
tcaggggtcc
agcagectac

tatacttttg

caggtcectyg
ctgggtccgy
tggtcacata
caagaactcec
ctgtgcgaaa
cectggteace
gatcagacat
tcaccatcecac
aaccagggaa
catctcggtt
agcetgaaga

gccaggggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
743



10

15

20

tgatcaggag
cceggcaggt
atgcactggg
aatagtggtc
aacgccaaga
tattactgtg
ggtacoctgyg
tggtggatca
cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtccocatcet
cctacagect

tcttggccag

gtggcgggtc
ccctgagact
tecggeaage
acatagacta
actececectgta
cgaaagtctce
tcaccgtcte
gacatccaga
atcacttgte
gggaaagccc
cggttcagtyg
gaagatgttg

gggaccaagg

ES 2367749 T3

tgaggtgcag
ctectgtgeg
tccagggaag
tgcggactet
tctgcaaatg
gtaccttage
gagtggtggc
tgacccagte
gggecaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
czacttatta

tggaaatcaa

<210> 57

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57

gccagagatc tatcgagggt aggatgagtg gcctgggc
<210> 58

<211>18

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 58

catgcaggta cccagcag 18
<210> 59

<211> 18

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 59

ctgctgggta cctgcatg 18
<210> 60

<211> 32

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ctygtggagt
gectctggat
ggootyggaat
gtggagggcc
aacagtctga
agcgegtect
ggcgggatce
tccateoctee
gggcatcaga
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaaagy

ataagett

38

41

ctgggggagyg
tcacctttga
gggtctcagce
gattcaccat
gagctgagga
ccecttgacta
gggggaggag
ctgtectgeat
aattacttag
gcatccactt
ttcactctea

tataaccgty

cttggtacag
tgattatgcc
tatcacttgg
ctccagagac
tacggeccegta
ttggggccaa
gtagtggcgg
ctgtagggga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcageag

caccgtatac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

758



10

15

20

<400> 60

cggcacggta ccgctectga gettgttete ac

<210> 61
<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61

agatctatcg
gtggaccagg
cccgaagage
adccatcaga
caaggcaagt
cagecacccta
<210> 62

<211>31

<212> ADN

agggtaggat
aggagcgett
agtactggga
gccagegeac
tctatgacca

agcaatgtgce

<213> Homo sapiens

<400> 62

cggcacggta ccaaggttca ctgggetect g

<210> 63
<211> 366

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63

agatctatcg
gtggaccagg
cecgaagagoe
aaccatcaga
caaggcaagt
cagcacccta

ggtacc

<210> 64
<211>31
<212> ADN

agggtaggat
aggagegctt
agtactggga
gccagcgcac
tctatgacca

agcaatgtge

<213> Homo sapiens

ES 2367749 T3

32

gagtggccty
tccacagggce
tcctetgetg
ctgtgeagec
tctcetgagg

atacttctgt

31

gagtggecty
tccacaggygc
tccteotgeotyg
ctgtgcagcc
tctcctgagyg

atacttetgt

ggecggagea
ctgtggacgg
ggtacctgra
ttctgecaggt
gactgcatca

gagaacaage

ggccggagea
ctgtggacgg
ggtacctgea
ttctgcaggt
gactgcatca

gagaacaagc

42

ggcgaggtgy
gggtggctat
tgtcctgeaa
cactcagctg
getgtgecte

tcaggagoegg

ggcgagglgg
gggtggctat
tgtcctgecaa
cactcagcty
getgtgecte

tcaggageecc

ccggagecegt
gagatcctge
aaccatttgc
ccgcaaggag
catctgtgga

tacc

cocggagecgt
gagatcctge
aaccatttge
ccgcaaggag
catctgtgga

agtgaacctt

60
120
180
240
300
354

60
120
189
240
300
360
jas



10

15

20

<400> 64

cggcacggta cctccactec getgtetect g

<210> 65
<211> 396

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 65

agatctatcg

gtggaccagg

ccogaagage
aaccatcaga
caaggcaagt
cagcaccecta

ccaccagagce

<210> 66
<211> 36

<212> ADN

agggtaggat

aggagcgeet

agtactggga
gccagegeac
tctatgacca
agcaatgtgc

tcaggagacsa

<213> Homo sapiens

<400> 66

ES 2367749 T3

31

gagtggeetyg

tccacaggge

tcetetgetyg
ctgtgcagcc
totectgagy

atacttectgt

gcggagtgga

cggcacggta ccagggctca acagacttaa caaaag 36

<210> 67
<211> 426
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 67
agatctatcg
gtggaccagg
cccgaagagc
aaccatcaga
caaggcaagt
cagcacccta
ccaccagagc

ggtace

agggtaggat
aggagegoett
agtactggga
gccagogoac
tctatgacca
agcaatgtge

tcaggagaca

gagtggcetg
tccacagggc
tecctctgetg
ctgtgcagec
tetecetgagy

atacttctgt

geggagigga

ggcecggagca

ctgtggacgg

ggtacctgca
ttctgecaggt
gactgcatca
gagaacaagc

ggtacc

ggccggagoa
ctgtggacgg
ggtacctgca
ttetgocaggt
gactgcatca
gagaacaagc

gaagttgaaa

43

ggcgaggtgyg

gggtggetat

tgtectgeaa
cactcagctg
gctgtgccte

tcaggagecc

ggcgaggtgyg
gggtggctat
tgtcctgcaa
cactcagecty
gotgtgocte
tcaggagccc

acaattcaga

ceggageoegt

gagatccrgce

aaccatttgce
cogcaaggayg
catctgtgga

agtgaacctt

ccggagocogt
gagatcctge
aaccatttge
ccgcaaggag
catcetgtgga
agtgaacctt

caactcggga

60
120

180
240
300
360
396

60
120
180
240
300
360
420

426



ES 2367749 T3

<210> 68

<211>31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 68 31

cggcacggta ccgctgtaga ccagggecac ¢
<210> 69

<211>519

<212> ADN

<213> Homo sapiens

15

20

25

<213> Homo sapiens

<400> 70

ggccagggat ccatcgaggg taggggggag caagegecag g 41

<210>71
<211>31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 71

cggtgcggta ccgggecaaa gecagecggaa g 31

<210>72

44

<400> 69
agatctatcg agggtaggat gagtggcctg ggccggagea ggogaggbgg coggagcocgt &0
gtggaccagg aggagegcett tocacaggge ctgtggacgyg gggtggctat gagatcectge 120
cocgaagage agtactggga tectcetgctg ggtacctgea tgtoctgcaa aaccatttge 180
aaccatcaga gcecagegcac ctgtgcagec ttetgoaggt cacteagotyg ccgcaaggag 240
caaggcaagt tctatgacca tctcctgagg gactgcatca gotgtgecte catctgtgga 300
cagracccta agcaatgtgc atacttctgt gagaacaage tcaggagccc agtgaacctt 360
ccaccagage tcaggagaca goggagtgga gaagttgaaa acaattcaga caactcggga 420
aggtaccaag gattggagca cagaggctca gaagcaagte cagctctece ggggctgaag 480
ctgagtgcag atcaggtgac cctggtctac agcggtacc 519

<210> 70

<211>41

<212> ADN



10

15

20

25

<211>186
<212> ADN

ES 2367749 T3

<213> Homo sapiens

<400> 72

ggatcocateyg agggtagggy ggagcaagcg ccaggcaccg ccoccctgete cogoggeage

tcctggageg cggacctgga caagtgcatbtg gactgcgoegt cttgcaggge gogaccgcac

agcgacttct goectgggetg cgectgeagea cctectgece cottoecgget getttggece

ggtacc

<210> 73
<211>41

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 73

ggccagggat ccatcgaggg taggatgagg cgagggecec g 41

<210> 74
<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74

cggtgcggta ccgagcagcece cgggcagg 28

<210>75
<211> 258
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75

ggatccatcg
geccccoacgc
tgogggetec
acggegetge

cccgggetge

<210> 76
<211> 235
<212> PRT

agggtaggat gaggcgaggyg ccoeggagcec tgeggggcag ggacgcgoca
cctgcogtecc ggccgagtge ttcgacctgc tggtocgeca ctgegbggec
tgcgecacgoce geggccogaaa coggocgggg ccagcageoc tgegoccagy
agccgeagga gtoggtggge gegggygccg gegaggogge gotgeccecty

tcggtacc

<213> Homo sapiens

45

60
120
180
186

60
120
180
240
258



<400> 76

Leu

1

Thr

Ser

Ser

Trp

65

Asp

Thr

Arg

Arg

Gly

145

Gln

Val

His

Pro

Cys

Lys

Asp

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro

130

Thr

Ile

Cys

Leu

195

Ala

Arg

Cys

35

Thr

Trp

val

Arg

Cys

115

Gly

Phe

Cys

Thr

Pro

Gln

Leu

20

Ser

val

vVal

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

180

Gln

val

Arg

Pro

Cys

Pro

Thr

Gly

Pro

Glu

Asn

val

165

Thr

Pro

Ala
Glu
Gly
Asp
Glu
70

Gln
Txrp
Leu
Thr
Thr
150
val

Ser

val

ES 2367749 T3

Phe

Tyr

Gln

Ser

558

Cys

Ala

Tyr

Arg

Ser

135

Thr

Ala

Pro

Ser

Thr

Tyr

His

40

Cys

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Ser

Ile

Thr

Thr

200

Pro

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Thr

Ala

105

Cys

val

Ser

Pro

Arg

185

Arg

Tyr Ala

10

Gln Thr

Lys Val

Asp

Ser

Cys Gly

75

Arg Glu

90

Leu

Arg

Ser

Pro

val Cys

Thr Asp

155

Gly Asn

170

Ser Met

Ser Gln

Pro Glu

Ala Gln

Phe Cys

45

Thr Tyr

60

Ser Arg

Gln Asn

Lys Gln

Gly Phe

125

Lys Pro

140

Ile Cys

Ala Ser

Ala Pro

His Thr

205

Pro

Met

30

Thr

Thr

Cys

Glu

110

Gly

Cys

Arg

Met

Gly

190

Gln

Gly

15

Cys

Lys

Gln

Ser

Ile

95

Gly

val

Ala

Pro

Asp

175

Ala

Pro

Ser

Cys

Thr

Leu

Ser

80

Cys

Cys

Ala

Pro

His

160

Ala

Val

Thr

Pro Glu Pro Ser Thr Ala Pro Ser Thr Ser Phe Leu Leu Pro Met Gly

210

215

220

Pro Ser Pro Pro Ala Glu Gly Ser Thr Gly Asp
230

225

<210> 77

<211> 185

235

46



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Leu

1

Thr

Ser

Ser

Trp

65

Asp

Thr

Arg

Arg

Gly

145

Gln

Val

Pro

Cys

Lys

Asp

50

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro

130

Thr

Ile

Cys

<210>78

<211>163

<212> PRT

Ala

Arg

Cys

35

Thr

Trp

val

Arg

Cys

115

Gly

Phe

Cys

Thr

Gln

Leu

20

Ser

val

val

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser
180

<213> Homo sapiens

<400> 78

val

Arg

Pro

Cys

Pro

Thr

85

Gly

Pro

Glu

Asn

Val

165

Thr

Ala

Glu

Gly

Asp

Glu

70

Gln

Trp

Leu

Thr

Thr

150

val

Ser

Phe

Tyr

Gln

Ser

55

Cys

Ala

Tyr

Arg

Ser

135

Thr

Ala

Pro

ES 2367749 T3

Thr

Tyr

His

40

Cys

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Ser

Ile

Thr

Pro

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Thr

Ala

105

Cys

val

Ser

Pro

Arg
185

Tyr

10

Gln

Lys

Asp

Cys

Arg

20

Leu

Arg

val

Thr

Gly
170

47

Ala

Thr

val

Ser

Gly

75

Glu

Ser

Pro

Cys

Asp

155

Asn

Pro

Ala

Phe

Thr

60

Ser

Gln

Lys

Gly

Lys

140

Ile

Ala

Glu

Gln

Cys

45

Tyr

Arg

Asn

Gln

Phe

125

Pro

Cys

Ser

Pro

Met

30

Thr

Thr

Cys

Arg

Glu

110

Gly

Cys

Arg

Met

Gly

Cys

Lys

Gln

Ser

Ile

95

Gly

val

Ala

Pro

Asp
175

Ser

Cys

Thr

Leu

Ser

80

Cys

Cys

Ala

Pro

His

160

Ala



ES 2367749 T3

Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser

Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys Cys
20 25 30

Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His Ala Lys Val Phe Cys Thr Lys Thr
35 40 45

Ser Asp Thr Val Cys Asp Ser Cys Glu Asp Ser Thr Tyr Thr Gln Leu
Trp Asn Trp Val Pro Glu Cys Leu Ser Cys Gly Ser Arg Cys Ser Ser

Asp Gln Val Glu Thr Gln Ala Cys Thr Arg Glu Gln Asn Arg Ile Cys
85 90 95

Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cys Ala Leu Ser Lys Gln Glu Gly Cys
100 105 110

Arg Leu Cys Ala Pro Leu Arg Lys Cys Arg Pro Gly Phe Gly Val Ala
115 120 125

Arg Pro Gly Thr Glu Thr Ser Asp Val Val Cys Lys Pro Cys Ala Pro
130 135 140

Gly Thr Phe Ser Asn Thr Thr Ser Ser Thr Asp Ile Cys Arg Pro His
145 150 155 160

Gln Ile Cys

<210> 79

<211> 142

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 79

Leu Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser
1 5 10 15

Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys Cys
20 25 30

Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His Ala Lys Val Phe Cys Thr Lys Thr
35 40 45

48



Ser

Trp

65

Asp

Thr

Arg

Arg

<210> 80

<211> 157

Asp

50

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro
130

<212> PRT

Thr

Trp

val

Arg

Cys

115

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 80

Val

val

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Cys

Pro

Thr

85

Gly

Pro

Glu

Asp

Glu

70

Gln

Trp

Leu

Thxr

ES 2367749 T3

Ser

55

Cys

Ala

Tyr

Arg

Ser
135

Cys

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Glu

Ser

Thr

Ala

105

Cys

val

49

Asp

Cys

Arg

90

Leu

Arg

val

Ser

Gly
75

Glu

Ser

Pro

Cys

Thr

60

Ser

Gln

Lys

Gly

Lys
140

Tyr

Arg

Asn

Gln

Phe

125

Pro

Thr

Cys

Arg

Glu

110

Gly

Cys

Gln

Ser

Ile

95

Gly

val

Leu

Ser

Cys

Cys

Ala



ES 2367749 T3

Val Arg Ser Ser Ser Arg Thr Pro Ser Asp Lys Pro vVal Ala His Val

Val Ala Asn Pro Gln Ala Glu Gly Gln Leu Gln Trp Leu Asn Arg Arg
20 25 30

Ala Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly Val Glu Leu Arg Asp Asn Gln Leu
35 40 45

Val Val Pro Ser Glu Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gln Val Leu Phe
50 55 60

Lys Gly Gln Gly Cys Pro Ser Thr His Val Leu Leu Thr His Thr Ile
65 70 75 80

Ser Arg Ile Ala Val Ser Tyr Gln Thr Lys Val Asn Leu Leu Ser Ala
85 90 95

Ile Lys Ser Pro Cys Gln Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys
100 105 110

Pro Trp Tyr Glu Pro Ile Tyr Leu Gly Gly Vval Phe Gln Leu Glu Lys
115 120 125

Gly Asp Arg Leu Ser Ala Glu Ile Asn Arg Pro Asp Tyr Leu Asp Phe
130 135 140

Ala Glu Ser Gly Gln Val Tyr Phe Gly Ile Ile Ala Leu
145 150 155

<210> 81

<211>51

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 81

Glu Pro Pro Thr Gln Lys Pro Lys Lys Leu Val Asn Ala Lys Lys Asp
1 5 10 15

Val val Asn Thr Lys Met Phe Glu Glu Leu Lys Ser Arg Leu Asp Thr
20 25 30

Leu Ala Gln Glu val Ala Leu Leu Lys Glu Gln Gln Ala Leu Gln Thr
35 40 45

val Cys Leu
50

50



10

15

20

<210> 82

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico

<400> 82

ES 2367749 T3

gcgcacggat ccatggecca ggtggeattt acaccctac

<210> 83

<211> 33

<212> ADN

<213>Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleotidico
<400> 83

caccacggta ccgatctggt ggggcctgca aat
<210> 84

<211>738

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> AD1DA4-1162-tripB

<400> 84

aﬁég}gatéca tggcccaggt ggceatttaca ccctacgeec cggagodcygg gagoacatge
cggctcagaqg aatactatga ccagacagcet cagatgtygcet gcagcaaatg ctegooggge

caacatgcaa aagtcttctyg taccaagacc tcggacaceg tgtgtgactc ctgtgaggac

33

39

51

60
120
180



10

15

agcacataca
agctetgacc
aggcccgget
cgcaagtgcc
tgcaagccct
ccccaccaga
aaagatgttg
caggaggtgg
gaacaaaaac

cattgaaagc

<210> 85
<211>51
<212> ADN
<213>Artificial
<220>

cccagctety
aggtggaaac
ggtactgcgce
gececggactt
gtgccccggg
teggtaccga
tgaacacaaa
ccctgetgaa
tcatctcaga

tgaattcc

<223> cebador oligonucleotidico

<400> 85

ES 2367749 T3

gaactgggtt
tcaagectge
gctgagcaag
cggegtggec
gacgttctec
gecaccaace
gatgtttgag
ggagcagcag

agaggatctg

coccgagtget
actcgggaac
caggaggggt
agaccaggaa
aacacgactt
cagaagccca
gagctcaaga
gcecetgeaga

aatagcgccy

caccacggta ccggaggaac cggaggacgt ggacgtgcag actgcatcca t

<210> 86
<211> 810

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> AD1D4-GSS-tripB

<400> 86

52

tgagctgtgg
agaacecgcat
gccggetgtyg
ctgaaacatc
catccacgga
agaagattgt
gcegtetgga
cggtoteect

tcgaccatca

51

ctegocgetgt

ctgeacctge

cgcgcogchy )

agacgtggtyg
tatttgcagy
aaatgccaag
caccctggee
gaagggtcta

tcatcatcat

240
g0
360
420
480
540
600
660
720

738



10

15

atgggatcca
cggctcagag
caacatgcaa
agcacataca
agctctgacc
aggccegget
cgcaagtgece
tgcaagcecct
ccocaccaga
acgtccacgt
gtaaatgeca

gacaccctgg

ctgaagggtc

catcatcatc

<210> 87
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tggccoaggt

aatactatga
aagtcttctg
coccagetetg
aggtggaaac
ggtactgege
geoccgggett
gtgccccgygyg
tctgtaacygt
cctococggttce
agaaagatgt

cccaggaggt

tagaacaaaa

atcattgaaa

<223> cebador oligonucleotidico

<400> 87

ES 2367749 T3

ggcatttaca
ccagacaget
taccaagacc
gaactgggtt
tcaagcctge
gctgagcaag
cggcegtggece
gacgttctee
ggtggccatc
ctceggtace
tgtgaacaca

ggecectgetg

actcatetca

gctgaattec

agatttggta ccgtcgecag tgceteccttc agetggggg 39

<210> 88
<211> 957
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> AD1D4-D235-tripB

<400> 88

cectacgeec
cagatgtgct
tcggacaccyg
cccgagtget
actcgggaac
caggaggggt
agaccaggaa
aacacgactt
cctgggaatg
gagcocaccaa
aagatgtttg

aaggagcagc

gaagaggatc

53

cggageecgg
gcagcaaatg
tgtgtgactc
tgagctgtgg
agaaccygcat
googgetgtg
ctgaaacatc
catccacgga
caagcatgga
cccagaagcec
aggagctcaa

aggccctgca

gagcacatgce
ctegecggge
ctgtgaggac
ctccocgetgt
ctgcacctgc
cgrgecgotyg
agacgtggty
tatttgcagg
tgcagteotge
caagaagatt
gagcegtetg

gacggtctece

tgaatagcge cgtcecgaccat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

810



atgggatcca
cggctoagay
caacatgcaa
agcacataca
agctctgacc
aggcocggcet
cgcaagtgcce
tgeaageect
cceccaccaga
acgtccacgt
tccacacgat
ttecctgetes
ccaccaacec
atgtttgagy
gagcagcagg

gaggatctga

tggcceaggt

aatactatga
aagteotectyg
cecagetety
aggtggaaac
ggtactgege
gccegggete
gtgccoeggy
tctgtaacgt
ccooccaceeqg
cocaacacac
caatgggcece
agaagcccaa
agctcaagag
ccchgcagac

atagcgeogt

<210> 89

<211>711

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> AD1DA4-1162-110-TripB

<400> 89

ES 2367749 T3

ggcatttaca
ccagacagcet
taccaagace
gaactgggtt
tcaagectge
gctgagcaag
cggcgtggee
gacgttctce
ggtggecate
gagtatggcce
gcagccaact
cagccoococa
gaagattgta
ccgtcoctggac
ggtctcectg

cgaccatcat

cgctacgecce
cagatgtget
tcggacaccy
cccgagtget
actcgggaac
caggaggggt
agaccaggaa
aacacgactt
cctgggaatyg
ccaggggcay
ccagaaccca
gctgaaggga
aatgccaaga
accotggece
aagggtctag

catecatecate

54

cggagcccgg
gcagcaaatyg
tgtgtgacte
tgagctgtgg
agaaccgcat
geeggetgty
ctgaaacatc
catccacgga
caagcatgga
tacacttacc
gecactgectee
geactggega
aagatgttgt
aggaggtggc
aacaaaaact

attgaaaget

gagcacatgc
cteocgecggge
ctgtgaggac
ctcocegetgt
ctgcacctge
cgegeegetyg
agacgtggtg
tatttgcagg
tgcagtectgce
ceagecagtyg
aagcacctcc
cggtacegag
gaacacaaag
cctgetgaag
catctcagaa

gaattecce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
957



10

atgggatcca
cggctcagag
caacatgcaa
agcacataca
agctetgacce
aggcccggct
cgcaagtgcc
tgcaagccct
ccoccaccaga
gaggagctca
caggcectge

ctgaatagcg

<210> 90
<211>711
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tggceccaggt
aatactatga
aagtcttctg
ccragetetg
aggtggaaac
ggtactgege
gooegggett
gtgccceggyg
teggtaceat
agageeghct
agacggtete

ccgtcgacca

<223> AD1D4-GSS-I10-tripB

<400> 90

atgggatcca
cggctcagag
caacatgcaa
agcacataca
agetetgace
aggcccgget
cgcaagtgeco
tgcaagecet
cogoaccaga
gaggagctca
caggccctge

ctgaatageg

<210>91
<211> 930

<212> ADN

tggcccaggt
aatactatga
aagtcttctyg
cccagctetyg
aggtggaaac
ggtactgege
gococogggett
gtgecceggy
tcggtaccat
agagccgtet
agacggtcte

cegtogaccea

ES 2367749 T3

ggcatttaca
ccagacaget
taccaagacc
gaactgggtt
tcaagcectgco
gctgagcaag
cggegtggec
gacgttctcce
tgtaaatgec
ggacacecctg
cctgaagggt

tcatcatcat

ggcatttaca
ccagacagcet
taccaagacc
gaactgggtt
tcaagcectge
gctgagcaag
cggegtggec
gacgttctoe
tgtaaatgce
ggacaccetyg
cctgaagggt

tcatcatcat

coctacgeece
cagatgtget
teggacacceg
cecgagtget
actcgggaac
caggaggggt
agaccaggaa
aacacgactt
aagaaagatg
gcccaggagyg
ctagaacaaa

catcattgaa

ccctacgecc
cagatgtget
tcggacaccyg
ccegagtget
actcgggaac
caggaggagt
agaccaggaa
aacacgactt
aagaaagatg
geccaggagg
ctagaacaaa

catcattgaa

55

cggagccegy
gcagcaaatyg
tgtgtgacte
tgagctgtgg
agqaaccgcat
gecggoetghyg
ctgaaacatc
catccacgga
ttgtgaacac
tggccocctget
aactcatcte

agctgaattce

cggageecgg
gcagcaaatg
tgtgtgacte
tgagctgtgg
agaaccgeat
gccggctgtg
ctgaaacatc
catccacgga
ttgtgaacac
tggccctget
aactcatctc

agctgaatte

gagcacatgc
ctcgoccgggae
ctgtgaggac
cteocccgetgt
ctgcacctge
cgegecgetg
agacgtggtyg
tatttgcagg
aaagatgttt
gaaggagcag
agaagaggat

c

gagcacatgce
ctegeoggge
ctgtgaggac
ctococegetgt
ctgcacctge
cgegeogetg
agacgtggtyg
tatttgcagg
aaagatgttt
gaaggagcag
agaagaggat

o4

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
M1

60
120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
711



10

15

20

<213> Artificial
<220>

<223> AD1D4-D235-110-tripB

<400> 91

atgggatcca
cggctcagag
caacatgcaa
agcacataca
agctoctgacc
aggeceegget
cgcaagtgcc
tgcaageect
ccccaccaga
acgteccacgt
tccacacgat
ttectgetec
gtaaatgcca
gacaccctygg
ctgaagggtc

catcatcate

<210> 92
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> pKpnl-V17

<400> 92

tggcccaggt
aatactatga
aagtcttetg
ccecageteotyg
aggtggaaac
ggtactgcge
gecogggett
gtgccecggg
tctgtaacgt
ccoeccacccy
cccaacacac
caatgggcce
agaaagatgt
cocaggaggt
tagaacaaaa

atcattgaaa

ES 2367749 T3

ggcatttaca
ccagacagat
taccaagacc
gaactgggtt
tcaagecctge
gctgagcaag
cggegtggec
gacgttctec
ggtggccatc
gagtatggcc
gcageccaact
cagcocccca
tgtgaacaca
ggccctgetyg
actcatctea

gctgaattcce

gacggtaccg ttgtgaacac aaagatgttt g 31

<210> 93
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> pBAD6H

<400> 93

ccetacgeoec
cagatgtgct
tcggacaccg
cccgagtget
actcgggaac
caggaggagr
agaccaggaa
aacacgactt
cctgggaatg
ccaggggcag
ccagaaccca
gctgaaggga
aagatgtttg
aaggagcagce

gaagaggatc

56

cggagccegg
gcagcaaatg
tagtgtgactc
tgagctgtgg
agaaccgcat
geeggetgtg
ctgaaacate
catccacgga
caagcatgga
tacacttacc
geactgetec
gecactggega
aggagetcaa
aggccctgea

tgaatagege

gagcacatgc
ctcgeocecggge
ctgtgaggac
ctecegetgt
ctgcacctge
cgcgecgetg
agacgtggty
tatttgeagy
tgcagtetge
ccagccagtg
aagcacctce
cggtaccatt
gagecgtotyg
gacggtctec

cgtcgaccat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
930



10

15

ES 2367749 T3

ggctcggaat tcaatgatga tgatgatgat ggtcg 35
<210> 94

<211> 762

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> AD1D4-GSS-V17-tripB

<400> 94

atgggatcca
cggctcagag
caacatgcaa
agcacataca
agcetectgacce
aggcecgget
cgcaagtgoc
tgcaagcoct
ceccaccaga
acgtccacgt
aagagcegteo
cagacggtct

gccgtegace

tggcccaggt
aatactatga
aagtcttcetg
ceccagectcotyg
aggtggaaac
ggtactgcge
gcccgggct£
gtgccoeggg
tctgtaacgt
cctecggtee
tggacaccct
cectgaaggy

atcatcatca

ggcatttaca
ccagacagct
taccaagacc
gaactgggtt
tcaagcctgce
gctgagcaag
cggcgtggec
gacgttctcc
ggtggcceatc
ctecggtacc
ggcccaggag
tctagaacaa

tcatcattga

<210> 95

<211> 909

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> AD1D4-D235-V17-tripB
<400> 95

ccctacgece
cagatgtgcet
tcggacaccy
cccgagtegct
actcgggaac
caggaggggt
agaccaggaa
aacacgactt
cctgggaatyqg
gttgtgaaca
gtggcoccctge
aaactcatct

aagctgaatt

57

cggagcccgy
gragcaaatg
tgtgtgactc
tgagctatag
agaaccgecat
gccggetgtyg
ctgaaacate
catccacgga
caagcatgga
caaagatgtt
tgaaggagca
cagaagagga

cc

gagcacatgc
cLcgecgdgc
ctgtgaggac
ctocoocgoctgt
ctgcacetgc
cgcgeegotyg
agacgtggty
tatttgcagg
tgcagtctge
tgaggagctce
gcaggccctg

tctgaatagc

60
120
180C
240
300
360
420
480
540
600
660
720
762



atgggatcca
cggctcagag
caacatgcaa
agcacataca
agctctgacc
aggceocggct
cgcaagtgcc
tgcaageceeot
ccecaccaga
acgtccacgt
tecacacgat
ttcoctgeteo
gtgaacacaa
geoctgetga

cteatctcag

ctgaattcc

<210> 96
<211>181

<212> PRT

tggeccaggt
aatactatga
aagtcttectg
cccagetetyg
aggtggaaac
ggtactgege
gcecogggott
gtgccoccggg
tctgtaacgt
cccccacceey
cccaacacac
caatgggccc
agatgtttga
aggagcagca

aagaggatct

<213> Homo sapiens

<400> 96

ES 2367749 T3

ggcatttaca
ccagacaget
taccaagacc
gaactgggtt
tcaageotge
gctgagcaag
cggoegtggece
gacgttotcc
ggtggccatce
gagtatggcc
gcagccaactk
cagoccecooca
ggagctcaag
ggoccctgeag

gaatagcegec

cccotacgeecs
cagatgtgcet
tcggacaccy
ccecgagbget
actcgggaac
caggaggggt
agaccaggaa
aacacgactt
cctgggaatg
ccaggggceag
cecagaaccca
getgaaggga
agcocgtctgg
acggtetccc

gtegaccate

58

cggagcocgy
gcagcaaatg
tgtgtgactc
tgagctgtag
agaacgegeat
gceggetgty
ctgaaacatc
cateccacgga
caagecatgga
tacacttacc
gcactgetceo
gractggoga
acaccctygge
tgaagggtet

atcatcateca

gagcacatgc
ctegeeggge
ctgtgaggac
ctcecegetgt
ctgcacctge
cgegeegctyg
agacgtggty
tatttgcagg
tgcagtcetgeo
ccagccagtg
aagcacctcc
cggtaccgtt
ccaggaggtg
agaacaaaaa

tcattgaaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

909



Glu
1

Val
Leu
val
Thr
Gly
Tyr
Gly
ala
Asp
145

Gly

Gln

<210> 97

Pro

Val

Ala

Cys

50

Gln

Gly

Glu

Leu

Arg

130

Gly

Lys

Phe

<211>137

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97

1

Pro

Asn

Gln

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asn

115

ITle

Gly

Trp

Gly

Thr

Thr

20

Glu

Lys

Lys

Leu

Leu

100

AsD

Ala

Lys

Phe

Ile
180

Gln

Lys

Val

Gly

Thr

Ser

Arg

Met

Tyr

Thr

asp

165

val

Lys

Met

Ala

Thr

Phe

70

Thr

Gln

Ala

Lys

Glu

150

Lys

Pro

Phe

Leu

Lys

55

His

Pro

Ser

Ala

Asn

135

AsSn

Arg

ES 2367749 T3

Lys

Glu

Leu

val

Glu

Gln

val

Glu

1290

Trp

Cys

Cys

Ala Leu Gln Thr Val Cys Leu Lys Gly T
5

Lys

Glu

25

Lys

His

Ala

Thr

Gly

108

Gly

Glu

Ala

Arg

1

Ile

10

Leu

Glu

Met

Ser

Gly

30

Asn

Thr

Thr

val

Asp
170

59

Val

LysS

Gln

Lys

Glu

75

Ser

Glu

Trp

Glu

Leu

155

Gln

Asn

Ser

Gln

Cys

60

Asp

Glu

Ala

val

Ile

140

Ser

Leu

Ala

Arg

Ala

45

Fhe

Cys

Asn

Glu

Asp

125

Thr

Gly

Pro

hr Lys Val His Met
0

Lys

Leu

Leu

Leu

Ile

Asp

Ile

110

Met

Ala

Ala

Tyr

15

Lys

15

Asp

Gln

Ala

Ser

ala
95

Trp

Thr

Gln

Ala

Ile
175

Asp

Thr

Thr

Phe

Arg

80

Leu

Leu

Gly

Pro

aAsn

160

Cys

Lys Cys



10

15

20

Phe Leu Ala

Cys Ile Ser
35

Asn Asp Ala
50

Glu Ile Trp
65

Asp Met Thr

Thr Ala Gln

Gly Ala Aala
115

Pro Tyr Ile
130

<210> 98

<211> 102

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> TN-lib3-tprev
<220>

<221> misc_feature
<222> (22) .. (23)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222>(25) .. (26)

<223> aleatorizado

<220>
<221> misc_feature
<222>(28) .. (29)

<223> aleatorizado

Phe

20

Arg

Leu

Leu

Gly

Pro

100

Asn

Cys

Thr

Gly

Tyr

Gly

Ala

85

Asp

Gly

Gln

Gln

Gly

Glu

Leu

70

Arg

Gly

Lys

Phe

Thr

Thr

Tyr

55

Asn

Ile

Gly

Trp

Gly
135

ES 2367749 T3

Lys

Leu

Leu

Asp

Ala

Lys

Phe

120

Ile

Thr
25

Ser

Arg

Met

Tyr

Thr

105

Asp

val

Phe

Thr

Gln

Ala

Lys

90

Glu

Lys

60

His

Pro

Ser

Ala

75

Asn

Asn

Arg

Glu

Gln

val

Glu

Trp

Cys

Cys

Ala

Thr

45

Gly

Gly

Glu

Ala

Arg
125

Ser

Gly

Asn

Thr

Thr

val

110

Asp

Glu

Ser

Glu

Trp

Glu

95

Leu

Gln

Asp

Glu

Ala

Val

80

Ile

Ser

Leu
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15

20

25

30

<220>

<221> misc_feature
<222> (31) .. (32)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (34) .. (35)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (37) .. (38)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (40) .. (41)
<223> aleatorizado

<400> 98

gagatctét_gjc tgggectcaa CnnsSnNnsSnns nosnnsnnsn nstgggtgga catgaccggt

ES 2367749 T3

acccgcatcyg cctacaagaa ctgggagact gagatcaccg g

<210> 99

<211> 94

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> TN-lib2-tprev
<220>

<221> misc_feature
<222> (17) .. (17)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222>(18) .. (18)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature

61
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15

20

25

30

35

<222> (20) .. (21)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (23) .. (24)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222>(29) .. (29)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (30) .. (30)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222>(32) .. (33)
<223> aleatorizado

<400> 99

gctgggc&:c aacgacnnsn nsnnsgagnn snnstgggtg gacatgaccg gtacccgeat

ES 2367749 T3

cgectacaayg aactgggaga ctgagatcac cgcg

<210> 100

<211> 108

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> TN-lib3-tpfo
<220>

<221> misc_feature
<222> (63) .. (64)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (66) .. (67)
<223> aleatorizado

<220>

62



10

15

<221> misc_feature
<222> (69) .. (70)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (72) .. (73)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (75) .. (76)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (78) .. (79)
<223> aleatorizado

<400> 100

ES 2367749 T3

cgcggcrageg cttgtcegaac cacttgecegt tggecgegece tgacaggacc gogcagttet &0

csnnsnnsnn snnsnnsnna tcgggttgeg cggtgatetce agtectcoce 108

20

25

30

35

<210> 101

<211> 102

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> TN-lib2-tpfo
<220>

<221> misc_feature
<222> (63) .. (64)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (66) .. (67)
<223> aleatorizado
<220>

<221> misc_feature
<222> (69) .. (70)

<223> aleatorizado

63



10

15

<220>

<221> misc_feature
<222> (72) .. (73)
<223> aleatorizado

<400> 101

cgcggcageg cttgtegaac cacttgecgt tggocgegec tgacaggacc gegcagbtcet

ES 2367749 T3

csnnsnnsnn snnategggt tgegeggtga totcagtcte ceo

<210> 102
<211> 137
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> TN3-2

<400> 102

Ala Leu Gln Thr val
1 5

Phe Leu Ala Phe Thr
20

Cys Ile Ser Arg Gly
35

Asn Asp Ala Leu Tyr
50

Glu Ile Tzp Leu Gly
65

Asp Met Thr Giy Thr
85

Thr Ala Gln Pro Asp
100

Gly Ala Ala Asn Gly
115

Pro Tyr Ile Cys Gln
130

<210> 103

Cys

Gln

Gly

Glu

Leu

70

Arg

Pro

Lys

Phe

Leu

Thr

Thr

Tyr

55

Asn

Ile

Arg

Trp

Gly
135

Lys

Lys

Leu

40

Leu

Lvs

Ala

His

Phe
120

Ile

Gly Thr
10

Thr Phe

25

Ser Thr

Arg Gln

Val Arg

920

Thr Glu
105

Asp Lvys

val

64

Lys

His

Pro

Ser

Ser

75

Asn

Val

Glu

Gln

Val

60

Arg

Trp

Asn Cys

Arg Cys

His

Ala

Thr

45

Gly

Tyr

Glu

Ala

Arg
125

Met

Ser

3C

Gly

Asn

Phe

Thr

val
110

Asp

Lys

15

Glu

Ser

Glu

Trp

Glu
95

Leu

Gin

Cys

Asp

Glu

Ala

Met

80

Ile

Ser

Leu

60
102



10

<211> 137
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> TN3-2-B

<400> 103

Ala Leu
1

Phe Leu

Cys Ile

Asn Asp

Glu Ile
65

Asp Met

Thr Ala

Gly Ala

Pro Tyr
130
<210> 104
<211> 137
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gln

Ala

Ser

35

Ala

Trp

Thr

Gln

Ala

115

Ile

<223> TN3-2-C

<400> 104

Thr

Phe

20

Arg

Leu

Leu

Gly

Pro

100

Asn

Cys

val

Thr

Gly

Tyr

Gly

Thr

85

Asp

Gly

Gln

Cys

Gln

Gly

Glu

Leu

70

Arg

Pro

Lys

Phe

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asn

Ile

Thr

Trp

Gly
135

ES 2367749 T3

Lys

Lys

Leu

40

Leu

Lys

Ala

Asn

Phe

120

Ile

Gly

Thr

25

Ser

Arg

val

Tyr

Asn

105

Gly

val

Thr

10

Phe

Thr

Gln

Arg

Lys

90

Glu

Lys

65

Lys

His

Pro

Ser

Ser

75

Asn

Asn

Arg

val

Glu

Gln

val

60

Arg

Trp

Cys

Cys

His

Ala

Thr

45

Gly

TYr

Glu

Ala

Arg
125

Met

Ser

30

Gly

Asn

Phe

Thr

val

110

Asp

Lys

15

Glu

Ser

Glu

Trp

Glu

Leu

Gln

Cys

Asp

Glu

Ala

Met

80

Ile

Ser

Leu



Ala

Phe

Cys

Asn

Glu

65

Asp

Thr

Gly

Pro

Leu

Leu

Ile

Asp

Ile

Met

Ala

Ala

Tyr
130

<210> 105

<211>137

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Gln

Ala

Ser

35

Ala

Trp

Thr

Gln

Ala

115

Ile

<223> TN3-2-D

<400> 105

Thr

Phe

Arg

Leu

Leu

Gly

Pro

100

Asn

Cys

val

Thr

Gly

Tyr

Gly

Thr

85

Asp

Gly

Gln

Cys

Glin

Gly

Glu

Leu

70

Arg

Pro

Lys

Phe

Leu

Thr

Thr

Tyr

55

Asn

Ile

Thr

Trp

Gly
135

ES 2367749 T3

Lys

Lys

Leu

40

Leu

Lys

Ala

Asn

Phe

120

Ile

Gly

Thr

25

Ser

Arg

val

Tyr

Arg

105

Asp

val

Thr

10

Phe

Thr

Gln

Arg

Lys

90

Glu

Lys

66

Lys

His

Pro

Ser

Ser

75

Asn

Asn

Arg

val

Glu

Gln

val

60

Arg

Trp

Cys

Cys

His

Ala

Thr

45

Gly

Tyr

Glu

Ala

Arg
125

Met

Ser

Gly

Asn

Phe

Thr

val

110

Asp

Lys
15

Glu

Ser

Glu

Trp

Glu

95

Leu

Gln

Cys

Asp

Glu

Ala

val

Ile

Ser

Leu



ES 2367749 T3

Ala Leu Gln Thr Val Cys Leu Lys Gly Thr Lys Val His Met Lys Cys
1 5 10 15

Phe Leu Ala Phe Thr Gln Thr Lys Thr Phe His Glu Ala Ser Glu Asp

Cys Ile Ser Arg Gly Gly Thr Leu Ser Thr Pro Gln Thr Gly Ser Glu
35 40 45

Asn Asp Ala Leu Tyr Glu Tyr Leu Arg Gln Ser Val Gly Asn Glu Ala
50 55 60

Glu Ile Trp Leu Gly Leu Asn Lys Val Arg Ser Arg Tyr Phe Trp Ile
65 70 75 80

Asp Met Thr Gly Thr Arg Ile Ala Tyr Lys Asn Trp Glu Thr Glu Ile
85 90 95

Thr Ala Gln Pro Asp Pro Asn Asn Arg Glu Asn Cys Ala Val Leu Ser
100 105 110

Gly Ala Ala Asn Gly Lys Trp Phe Gly Lys Arg Cys Arg Asp Gln Leu
115 120 125

Pro Tyr Ile Cys Gln Phe Gly Ile val
130 135

<210> 106
<211> 181
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> TN-2-B
<400> 106

67



Glu

val

Leu

vVal

Thr

65

Gly

Tyr

Gly

Thr

Asp

145

Gly

Pro

val

Ala

Cys

50

Gln

Gly

Glu

Leu

Arg

130

Pro

Lys

Pro

Asn

Gln

35

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asn

115

Ile

Thr

Trp

Thr

Thr

20

Glu

Lys

Lys

Leu

Leu

100

Lys

Ala

Asn

Phe

165

Gln Phe Gly Ile Val
180

<210> 107
<211>181
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> TN-2-D

<400> 107

Glin

Lys

val

Gly

Thr

Ser

Arg

val

Tyr

Asn

Gly

ES 2367749 T3

Lys

Met

Ala

Thr

Phe

70

Thr

Gln

Arg

Lys

Glu

150

Lys

Pro

Phe

Leu

Lys

55

His

Pro

Ser

Ser

Asn

135

Asn

Arg

Lys Lys
Glu Glu

25

Leu Lys

40

val His

Glu Ala

Gln Thr

Val Gly

105

Arg Tyr

120

Trp Glu

Cys Ala

Cys Arg

170

68

Ile

10

Leu

Glu

Met

Ser

Gly

20

Asn

Phe

Thr

val

Asp

val

Lys

Gln

Lys

Glu

75

Ser

Glu

Trp

Glu

Leu

155

Gln

Asn

Ser

Gln

Cys

60

Asp

Glu

Ala

Met

Ile

140

Ser

Leu

Ala

Arg

Ala

45

Phe

Cys

Asn

Glu

Asp

125

Thr

Gly

Pro

Lys

Leu

Leu

Leu

Ile

Asp

Ile

110

Met

Ala

Ala

Tyr

175

Lys

15

Asp

Gln

Ala

Ser

Ala

95

Trp

Thr

Gln

Ala

Ile

Asp

Thr

Thr

Phe

Arg

80

Leu

Leu

Gly

Pro

Asn

160

Cys



Glu

vVal

Leu

Val

Thr

65

Gly

Tyr

Gly

Thr

Asp

145

Gly

Gln

Pro

val

Ala

Cys

50

Gln

Gly

Glu

Leu

Arg

130

Pro

Lys

Phe

<210> 108

<211>181

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> TN-2-C

<400> 108

Pro

Asn

Gln

35

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asn

115

Ile

Asn

Trp

Gly

Thr

Thr

20

Glu

Lys

Lys

Leu

Leu

100

Lys

Ala

Asn

Phe

Ile
180

Gln

Lys

val

Gly

Thr

Ser

85

Arg

val

Tyr

Arg

Gly

165

Val

Lys

Met

Ala

Thr

Phe

70

Thr

Gln

Arg

Lys

Glu

150

Lys

Pro

Phe

Leu

Lys

55

His

Pro

Ser

Ser

Asn

135

Asn

Arg

ES 2367749 T3

Lys

Glu

Leu

40

val

Glu

Gln

val

Arg

120

Trp

Cys

Cys

Lys

Glu

25

Lys

His

Ala

Thr

Gly

105

Tyr

Glu

Ala

Arg

Ile

10

Leu

Glu

Met

Ser

Gly

90

Asn

Phe

Thr

val

Asp
170

69

val

Lys

Gln

Lys

Glu

75

Ser

Glu

Trp

Glu

Leu

155

Gln

Asn

Ser

Gln

Cys

60

Asp

Glu

Ala

Ile

Ile

140

Ser

Leu

Ala

Arg

Ala

45

Phe

Cys

Asn

Glu

Asp

125

Thr

Gly

Pro

Lys

Leu

30

Leu

Leu

Ile

Asp

Ile

110

Met

Ala

Ala

Tyr

Lys

15

Asp

Gln

Ala

Ser

Ala
95

Trp

Thr

Gln

Ala

Ile
175

Asp

Thr

Thr

Phe

Arg

Leu

Leu

Gly

Pro

Asn

160

Cys



Glu Pro

val Vval

Leu Ala

val Cys
50

Thr Gln
65

Gly Gly

Tyr Glu

Gly Leu

Thr Arg
130

Asp Pro
145

Gly Lys

Gln Phe

<210> 109
<211> 256
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Pro

Asn

Gln

35

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asn

115

Ile

Thr

Trp

Gly

Thr

Thr

Glu

Lys

Lys

Leu

Leu

100

Lys

Ala

Asn

Phe

Ile
180

<223> AD1D4-GSS-110

<400> 109

Gln

Lys

val

Gly

Thr

Ser

Arg

val

Tyr

Asp
165

val

Lys

Met

Ala

Thr

Phe

70

Thr

Gln

Arg

Lys

Glu

150

Lys

ES 2367749 T3

Pro

Phe

Leu

Lys

55

His

Pro

Ser

Ser

Asn

135

Asn

Arg

Lys

Glu

Leu

val

Glu

Gln

val

Arg

120

Trp

Cys

Cys

Lys Ile
10

Glu Leu

25

Lys Glu

His Met

Ala Ser

Thr Gly

90

Gly Asn

105

Tyr Phe

Glu Thr

Ala val

170

val

Lys

Gln

Lys

Glu

75

Ser

Glu

Trp

Glu

Leu

155

Gln

Asn

Ser

Gln

Cys

60

Asp

Glu

Ala

Val

Ile

140

Ser

Leu

Ala

Arg

Ala

45

Phe

Cys

Asn

Glu

ASp

125

Thr

Gly

Pro

Lys

Leu

30

Leu

Leu

Ile

Asp

Ile

110

Met

Ala

Ala

Tyxr

Lys

15

Asp

Gln

Ala

Ser

Ala
95

Trp

Thr

Gln

Ala

Ile
175

Met Gly Ser Met Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro

70

Asp

Thr

Thr

Phe

Arg

80

Leu

Leu

Gly

Pro

Asn

160

Cys



Gly

Cys

Lys

Gln

65

Ser

Ile

Gly

val

Ala

145

Pro

Asp

Asn

Ser

Gln

225

Ser

Ser

Cys

Thr

50

Leu

Ser

Cys

Cys

Ala

130

Pro

His

Ala

Ala

Arg

210

Ala

Glu

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Asp

Thr

Arg

115

Arg

Gly

Gln

val

Lys

195

Leu

Leu

Glu

Cys

20

Lys

Asp

Asn

Gln

Cys

100

Leu

Pro

Thr

Ile

Cys

180

Lys

Asp

Gln

Asp

Arg
Cys
Thr
Trp
val
85

Arg
Cys
Gly
Phe
Cys
165
Thr
Asp
Thr

Thr

Leu
245

Leu

Ser

vVal

val

70

Glu

Pro

Ala

Thr

Ser

150

Asn

Ser

val

Leu

val

230

Asn

Arg

Pro

Cys

55

Pro

Thr

Gly

Pro

Glu

135

Asn

val

Thr

val

Ala

215

Ser

Ser

ES 2367749 T3

Glu

Gly

40

Asp

Glu

Gln

Trp

Leu

120

Thr

Thr

val

Ser

Asn

200

Gln

Leu

Ala

Tyr

Gln

Ser

Cys

Ala

Tyr
105

10

Tyr

His

Cys

Leu

Cys

90

Cys

Arg Lys

Ser

Thr

Ala

Ser

185

Thr

Glu

Lys

val

Asp

Ser

Ile

170

Gly

Lys

val

Gly

Asp
250

71

Asp

Ala

Glu

Ser

75

Thr

Ala

Cys

val

Ser

155

Pro

Ser

Met

Ala

Leu

235

His

Gln

Lys

Asp

60

Cys

Arg

Leu

Arg

val

140

Thr

Gly

Ser

Phe

Leu

220

Glu

His

Thr

val

45

Ser

Gly

Glu

Ser

Pro

125

Cys

Asp

Asn

Gly

Glu

205

Leu

Gln

His

Ala

30

Phe

Thr

Ser

Gln

Lys

110

Gly

Lys

Ile

Ala

Thr

190

Glu

Lys

Lys

His

15

Gln

Cys

Tyr

Arg

Asn

95

Gln

Phe

Pro

Cys

Ser

175

Ile

Leu

Glu

Leu

His
255

Met

Thr

Thr

Cys

80

Arg

Glu

Gly

Cys

Arg

160

Met

val

Lys

Gln

Ile

240

His
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ES 2367749 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido trimérico que comprende tres mondémeros, comprendiendo cada uno de dichos mondémeros un
miembro de union especifico que puede unirse a una citocina trimérica, y comprendiendo cada uno de dichos
monomeros un dominio de trimerizacién derivado de tetranectina.

2. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, en el que el dominio de trimerizacion derivado de tetranectina
comprende una secuencia que tiene al menos un 68% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia
de SEC ID N.°:81.

3. Un polipéptido trimérico segln la reivindicacion 2, en el que la identidad de secuencia de aminoacidos es al
menos un 75%, tal como al menos un 87%, incluyendo al menos un 92%.

4. Un polipéptido trimérico segln la reivindicacion 1, en el que el dominio de trimerizacién derivado de tetranectina
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N.°:81.

5. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, seleccionado del grupo constituido por TN-2-B (SEC ID
N.°:106), TN-2-C (SEC ID N.°:108), TN-2-D (SEC ID N.°:107) y AD1D4-GSS-I10 (SEC ID N.°:109).

6. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, en el que la citocina trimérica es un miembro de la superfamilia
de ligandos del factor de necrosis tumoral.

7. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacién 6, en el que el miembro de la superfamilia de ligandos del factor
de necrosis tumoral se selecciona del grupo que consiste en LTA; TNF; LTB; TNFSF4; TNFSF5; TNFSF6; TNFSF7;
TNFSF8; TNFSF9; TNFSF10; TNFSF11; TNFSF12; TNFSF13; TNFSF13B; TNFSF14; TNFSF15; y TNFSF18.

8. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 6, en el que el miembro de unién especifico es un polipéptido
derivado de un miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral.

9. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacién 6, en el que el miembro de la superfamilia de receptores del factor
de necrosis tumoral se selecciona del grupo que consiste en TNFRSF1A, TNFRSF1B, LTBR, TNFRSF4, TNFRSF5,
TNFRSF6, TNFRSF6B, TNFRSF7, TNFRSF8, TNFRSF9, TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF10C, TNFRSF10D,
TNFRSF11A, TNFRSF11B, TNFRSF12, TNFRSF12L, TNFRSF13B, TNFRSF13C, TNFRSF14, TNFRSF Fnl4,
NGFR, TNFRSF17, TNFRSF18, TNFRSF19, TNFRSF19L, TNFRSF21, TNFRSF22 y TNFRSF23.

10. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, en el que el miembro de unién especifico se deriva de
TNFRSF1A (receptor p55 TNF).

11. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, en el que el miembro de unidn especifico se deriva de
TNFRSF1B (receptor p75 TNF).

12. Un polipéptido trimérico segun la reivindicaciéon 11, en el que el miembro de unién especifico es un polipéptido
gue comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en TNFRSF1B 1-235 (SEC ID
N.2:76), TNFRSF1B 1-185 (SEC ID N.°:77), TNFRSF1B 1-163 (SEC ID N.°:78) y TNFRSF1B 1-142 (SEC ID N.%:79).

13. Un polipéptido trimérico segun la reivindicaciéon 11, en el que el miembro de unién especifico es un polipéptido
que comprende una secuencia de aminodacidos codificada por una secuencia de ADN seleccionada del grupo que
consiste en TNFRSF1B D1D2 (SEC ID N.°:13), TNFRSF1B D1D2, 1/6 (SEC ID N.°:15), TNFRSF1B D1D2 1/4 (SEC
ID N.°:17), TNFRSF1B D1D2, 1/3 (SEC ID N.°:19), TNFRSF1B D1D2, 1/2 (SEC ID N.%:21), TNFRSF1B D1D4 (SEC
ID N.2:23), TNFRSF1B D2 (SEC ID N.°:25), TNFRSF1B D2, 1/6 (SEC ID N.°:26), TNFRSF1B D2, 1/4 (SEC ID
N.°:27), TNFRSF1B D2, 1/3 (SEC ID N.°:28), TNFRSF1B D2, 1/2 (SEC ID N.°:29) y TNFRSF1B D2D4 (SEC ID
N.2:30).

14. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, en el que el miembro de union especifico es un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo.

15. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 14, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se une a
TNF humano (SEC ID N.°:80) en al menos una region seleccionada de las regiones constituidas por residuos de
aminoé&cidos 1-18, 1-20, 1-26, 1-30, 12-22, 22-31, 22-40, 36-45, 49-97, 49-98 , 56-79, 58-65, 69-97, 70-87, 76-90,
96-105, 105-128, 108-128, 110-127, 115-125, 117-128, 132-157, 135-155, 136-153, 138-149, 141-153 y 146-157.

16. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 15, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se
selecciona de MAb 1 (ECACC 89080301), MAb 21 (ECACC 90012432), MAb 25 (ECACC 89121401), MAb 32
(ECACC 89080302), MAb 37 (ECACC 89080303), MAb 42 (ECACC 89080304), MAb 47 (ECACC 89121402), MAb
53 (ECACC 90012433) y MAb 54 (ECACC 89083103) o un fragmento del mismo.

17. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacién 14, en el que el anticuerpo es D2E7 o un fragmento del mismo.
18. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacién 14, en el que el anticuerpo es CDP 870 o un fragmento del
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mismo.

19. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, en el que el miembro de unién especifico es una proteina que
tiene la estructura de armazdn proteinico de dominios similar a lectina de tipo C (CTLD).

20. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 19, en el que el miembro de unién especifico que tiene la
estructura de armazén proteinico de dominios similar a lectina de tipo C se selecciona del grupo que consiste en
TN3-2-B (SEC ID N.°:103), TN3-2-C (SEC ID N.°:104) y TN3-2-D (SEC ID N.°:105).

21. Un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un ligador entre el miembro de unién
especifico y el dominio de trimerizacion.

22. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido trimérico segun cualquiera de las reivindicaciones
1-21.

23. Un procedimiento para la preparacion de un polipéptido trimérico que comprende tres mondmeros,
comprendiendo cada uno de dichos monémeros un miembro de unién especifico que puede unirse a una citocina
polipeptidica trimérica, y comprendiendo cada uno de dichos monémeros un dominio de trimerizacién segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-4, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de (i) cultivar un huésped
transformado con un vector que codifica dicho polipéptido trimérico en condiciones tales que se expresa dicho
polipéptido trimérico; y (ii) aislar dicho polipéptido trimérico.

24. Un procedimiento segun la reivindicacion 23, en el que dicho miembro de unién especifico comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en TNFRSF1B 1-235 (SEC ID N.°:76), TNFRSF1B
1-185 (SEC ID N.°:77), TNFRSF1B 1-163 (SEC ID N.%:78) y TNFRSF1B 1-142 (SEC ID N.°:79).

25. Un procedimiento segun la reivindicacién 23, en el que el miembro de unién especifico es un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de ADN seleccionada del grupo que
consiste en TNFRSF1B D1D2 (SEC ID N.°:13), TNFRSF1B D1D2, 1/6 (SEC ID N.°:15), TNFRSF1B D1D2 1/4 (SEC
ID N.°:17), TNFRSF1B D1D2, 1/3 (SEC ID N.°:19), TNFRSF1B D1D2, 1/2 (SEC ID N.%:21), TNFRSF1B D1D4 (SEC
ID N.°:23), TNFRSF1B D2 (SEC ID N.° 25), TNFRSF1B D2, 1/6 (SEC ID N.°:26), TNFRSF1B D2, 1/4 (SEC ID
N.2:27), TNFRSF1B D2, 1/3 (SEC ID N.% 28), TNFRSF1B D2, 1/2 (SEC ID N.°:29) y TNFRSF1B D2D4 (SEC ID
N.:30).

26. Un polipéptido trimérico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-21, para su uso como medicamento.

27. Un polipéptido trimérico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-21, para el tratamiento de una enfermedad
mediada por citocina trimérica.

28. Uso de un polipéptido trimérico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad mediada por citocina trimérica.

29. Un procedimiento de ensayo para detectar una citocina trimérica en una muestra que comprende (i) poner en
contacto dicha muestra con un polipéptido trimérico segun la reivindicacion 1, y (ii) detectar la unién del polipéptido
trimérico a la citocina trimérica.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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